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O nitrito de sódio é um aditivo de múltiplas funções tecnológicas na indústria cárnea. 
No entanto, em razão da crescente preocupação quanto à sua toxicidade, diversos 
estudos buscam alternativas para reduzir seu uso. O urucum (Bixa orellana L.) é um 
vegetal fonte de carotenoides, como bixina e norbixina, amplamente utilizado como 
corante alimentício. Este trabalho teve como objetivo avaliar o sal de bixina extraído 
do urucum como substituinte do nitrito de sódio (NaNO2) em produtos cárneos 
reestruturados. As peças cárneas foram elaboradas utilizando como matéria prima 
cortes comerciais de patinho bovino (Vastus lateralis), caracterizadas quanto à 
composição química, congeladas a -16ºC e avaliadas, na forma crua ou grelhada, 
por até 60 dias. O sal de bixina foi obtido a partir de sementes de urucum 
submetidas a gradiente de extração de crescente polaridade provida por solventes 
orgânicos (hexano, clorofórmio, acetato de etila e etanol). Os cristais de bixina 
obtidos (5,1% de rendimento) foram saponificados utilizando hidróxido de potássio 
(KOH) resultando em um sal. A substituição do NaNO2 foi avaliada nas seguintes 
condições: NIT (150:0); BIXNIT (250:75); BIX (500:0) e CTRL (0:0). O efeito da 
substituição do NaNO2 pelo sal de bixina foi avaliado quanto às concentrações 
residuais de nitritos, níveis de TBARS, cor (componentes L*, a* e b*), teste sensorial 
de preferência e parâmetros microbiológicos. Os níveis residuais de nitrito sofreram 
redução acima 35% e 60%, ao termino do processo e após 7 dias de 
armazenamento, respecitvamente, e não foram mais passíveis de detecção em 
análises realizadas após o 30º dia. O NaNO2 proporcionou o maior efeito 
antioxidante, porém, o sal de bixina durante o período de armazenamento reduziu a 
oxidação aproximadamente entre 60% e 30% nos tratamentos BIXNIT e BIX, 
respectivamente, durante o armazenamento. O sal de bixina promoveu cor vermelha 
(a*) e amarela (b*) e essas foram estáveis durante o período de análises (60 dias) 
nas amostras avaliadas cruas ou congeladas.  Após 60 dias de armazenamento, a 
aceitação visual das amostras cruas NIT (45) foi inferior ao CTRL (82) e superadas 
por BIX (83) e BIXNIT (80); de forma geral, este comportamento se repetiu durante o 
período avaliado e também no produto grelhado. Nas condições avaliadas não foi 
verificada significativa ação antimicrobiana nos tratamentos com nitrito ou contendo 
bixina. O uso do sal de bixina se mostrou uma alternativa viável para prover cor e 
ação antioxidante nos produtos cárneos reestruturados em substituição total e 
parcial ao nitrito de sódio. 
 









Sodium nitrite is an additive with multiple technology function in the meat industry. 
However, due to the increasing concern about its toxicity, many studies seek  
alternatives to reduce its use. Annatto (Bixa orellana L.) is a natural source of 
carotenoids such as bixin and norbixina, widely used as food coloring. This study 
aimed to evaluate the salt extracted from annatto bixin as a substitute for sodium 
nitrite (NaNO2) in restructured meat products. Meat pieces were prepared using  raw 
retail cuts of beef Duckling (Vastus lateralis), chemical composition characterized, 
frozen at -16 º C and evaluated raw or grilled for up to 60 days. The salt of bixin was 
obtained from annatto seeds subjected to extraction gradient of increasing polarity 
provided by organic solvents (hexane: chloroform: ethyl acetate: ethanol). The bixin 
crystals obtained (5.1% yield) were saponified using potassium hydroxide (KOH) 
resulting in a salt. Substitution of NaNO2 was evaluated under the following 
conditions NIT (150:0); BIXNIT (250:75); BIX (500:0) e CTRL (0:0). The effect of 
replacing NaNO2 with bixin salt was evaluated through residual concentrations of 
nitrite, TBARS, color (L components*, a* and b*), sensory preference test and 
microbiological parameters. Residual nitrite levels were reduced above 35% and 
60% at the conclusion of the process and after seven days of storage, respectively. 
There were no detection on nitrite levels after the 30th day. NaNO2 showed the 
highest antioxidant effect; however, bixin salt reduced oxidation between 
approximately 60% and 30% in BIXNIT and BIX treatments, respectively, during 
storage. The salt of bixin promoted red (a*) and yellow coloring (b*) which were 
stable during the tests (60 days) measured in both fresh and frozen samples. After 
60 days of storage, the visual acceptability of raw samples NIT (45) was lower than 
the CTRL (82) less than BIX (83) and BIXNIT (80); in general, this behavior was 
repeated during the study period and also with the grilled product. This study showed 
no significant antimicrobial activity in treatments with nitrite or containing bixin. The 
use of bixin salt proved to be a viable alternative to provide color and antioxidant 
activity in restructured meat products to replace sodium nitrite. 
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O processamento da carne origina-se em tempos pré-históricos. 
Possivelmente, os primeiros processos utilizados foram a desidratação provida pelo 
sol, salga e defumação. Dentre os processos tradicionais para conservação das 
carnes destacam-se a cura, expressão que remete à conservação de um produto 
por adição de sal, nitratos e/ou nitritos e outros coadjuvantes, como açúcar e 
antioxidantes (SKIBISTED,  1992; ROÇA, 2000; GARCIA et al., 2002).  A cura das 
carnes é um procedimento que tem por finalidade conservar a carne por um período 
de tempo maior, além de lhe conferir qualidades sensoriais como sabor e aroma 
agradáveis e coloração vermelha ou rósea atraente (ROÇA, 1981; YOUSSEF et al., 
2003; YOUSSEF et al.,  2011). 
A rancidez, ou oxidação de lipídios, é a principal deterioração que acompanha 
os produtos cárneos, limitando a vida útil do produto à medida que gera produtos 
tóxicos e indesejáveis do ponto de vista sensorial, destrói vitaminas lipossolúveis e 
ácidos graxos essenciais (GRAY ,  1978). 
Quando adicionado a carnes curadas o nitrito tem funções de inibir a oxidação 
lipídica e o desenvolvimento de bactérias dos alimentos, especialmente Clostridium 
botulinum, um micro-organismo esporulado que pode se desenvolver sob condições 
anaeróbicas e produzir uma neurotoxina letal aos seres vivos (WOODS, 1990). O 
nitrito, somado ao cozimento e a adição de sais, é uma proteção contra a 
intoxicação alimentar por esse micro-organismo (PIERSON, 1982).  
O nitrito é um aditivo essencial em carnes curadas e após ser reduzido óxido 
nítrico (NO), interage com a mioglobina (Mb) e resulta na nitrosomioglobina (NOMb), 
um pigmento de cor vermelha característica dos produtos curados. Quando 
aquecido, o pigmento NOMb é convertido a nitroso-hemocromo, que possui a cor 
rósea característica de produtos curados e cozidos. A adição de um agente redutor, 
por exemplo, o ácido ascórbico, favorece o desenvolvimento da coloração desejada. 
Os pigmentos nitrosomioglobina (vermelho) e nitroso-hemocromo (rosado) são 
sensíveis à luz e à oxidação (PRICE; SCHWEIGERT, 1971; SHALABY, 1996; 




O uso de aditivos com a intenção de tornar os alimentos visualmente mais 
atraentes, seja na indústria alimentícia ou no uso doméstico cotidiano, é bastante 
comum (ARAÚJO, 1999). Conservantes e corantes estão cada vez mais presentes 
nos alimentos industrializados. Os produtos naturais têm apresentado uma demanda 
crescente não apenas no segmento de alimentos como também na indústria de 
cosméticos. Muitos são os corantes, antioxidantes e óleos essenciais hoje utilizados 
nesse nicho de mercado (OLIVEIRA, 2005). A substituição parcial do nitrito por 
antioxidantes naturais pode ser sugerida como uma pratica tecnológica viável do 
ponto de vista sanitário e sensorial, relativo à cor da carne (RODRIGUEZ-AMAYA, 
2001; BENEDETTI et al., 2011).  
O corante bixina extraído do pericarpo das sementes de urucum (Bixa 
orellana L.), um arbusto nativo do Brasil e de outras regiões tropicais do planeta, é 
utilizado em várias partes do mundo, por conferir coloração vermelho-alaranjada 
atraente a uma extensa gama de produtos manufaturados (MERCADANTE et al., 
1996; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). A Organização Mundial da Saúde reconhece 
sua toxidade como negligenciável tanto para o consumo humano como para sua 
aplicação na pele. Encontram-se na literatura informações relacionadas ao emprego 
na medicina, como composto adstringente, bactericida, agente antioxidante eficaz no 
combate aos radicais livres, ou ainda para controle de taxas de colesterol e redução 
dos níveis de triglicérides no sangue (OLIVEIRA, 2005; GOLIN et al., 2013a). 
 Embora a atividade antioxidante dos carotenoides do urucum tenha sido 
observada em diversas avaliações, a ANVISA, por meio da Portaria no 1004 de 11 
de novembro de 1998, reconhece seu extrato como um corante que pode ser 
utilizado em concentrações de até 0,002 g/100 g de produtos cárneos, não sendo 
permitido o uso deste aditivo em carnes frescas ou congeladas (BRASIL, 1998). 
Desta forma, este trabalho avalia o urucum como antioxidante natural e 









1.1 OBJETIVOS  
 
 
1.1.1 Objetivo geral 
 
 
  Investigar o uso do sal de bixina extraído do urucum como possível 
substituinte do nitrito de sódio em produtos cárneos reestruturados. 
 
 
1.1.2 Objetivos específicos 
 
 
 Obter sal de bixina com grau de pureza compatível ao uso alimentício; 
 Investigar a capacidade do sal de bixina substituir o efeito corante do nitrito 
de sódio em produtos cárneos; 
 Mensurar o efeito antioxidante do sal de bixina em comparação ao nitrito 
de sódio nos derivados cárneos reestruturados; 
 Analisar o efeito antimicrobiano do sal de bixina nestes produtos; 





2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
2.1 INDÚSTRIA CÁRNEA 
 
 
Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária, as carnes são os 
tecidos comestíveis dos animais de açougue, englobando músculos, com ou sem 
base óssea, gorduras e vísceras, podendo os mesmos ser in natura ou processados 
(EMBRAPA, 2002). Carne de açougue são as massas musculares maturadas e 
demais tecidos que as acompanham, incluindo ou não a base óssea 
correspondente, procedentes de animais abatidos sob inspeção veterinária, e 
submetidos à mudança (RIISPOA, 1952).  
  De forma complementar, produto cárneo é toda carne na qual as 
propriedades originais da matéria prima tenham sido alteradas por um ou mais dos 
seguintes procedimentos: moagem, floculação ou emulsão, adição de temperos, 
adição de agentes da cura ou tratamento térmico (BRASIL, 2003). 
A produção e consumo de carne ainda é um porto seguro que garante a 
renda dos produtores no país (ABIEC, 2013). Em 2012 o consumo per capita foi de 
47 quilos de carne de frango por ano, 35 quilos de bovina e 15 quilos de suínos. O 
abate de bovinos no Brasil alcançou recorde pelo segundo ano consecutivo, com 
34,4 milhões de cabeças abatidas em 2013. O resultado é 10,6% superior ao 




2.2 PRODUTOS CÁRNEOS REESTRUTURADOS 
 
 
Os produtos reestruturados semi-prontos para o consumo como 
almôndegas, kibes, hambúrgueres, nuggets, apresentam-se como alternativa para o 
mercado. Para o consumidor, estes produtos são uma opção diante da crescente 
necessidade de minimizar o tempo de preparo dos alimentos, principalmente para a 
população dos grandes centros urbanos (BORBA et al., 2013). Neste contexto, os 
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produtos cárneos reestruturados já fazem parte da rotina alimentar dos brasileiros, 
em virtude de suas características sensoriais, facilidade de preparo e elevado teor 
de lipídios, proteínas, vitaminas e minerais (QUEIROZ et al., 2005; SANTOS et. al., 
2009).  
Os produtos e preparações à base de carne bovina moída ao menos os 
principais, apresentam regulamentações específicas e com limites impostos à 
composições diferenciadas. As almôndegas, por exemplo, devem apresentar teor de 
gordura máxima 18%, proteína bruta mínima 12%, carboidratos 10 %, e teor de 
cálcio máximo base seca 0,1%. Para hambúrgueres, o teor de gordura máxima é 
23%, proteína mínimo 15%, carboidratos totais 3%, e teor de cálcio máximo base 
seca 0,1% (BRASIL, 2000).  
Conforme a legislação específica (BRASIL, 2000), hambúrguer é um produto 
cárneo industrializado, obtido da carne moída dos animais de açougue, adicionado 
ou não de tecido adiposo e ingredientes, moldado e submetido a processo 
tecnológico adequado. Tem como ingrediente obrigatório carne e como ingredientes 
opcionais gordura animal ou vegetal, água, sal, proteínas de origem animal e/ou 
vegetal, leite em pó, açúcares, maltodextrina, aditivos intencionais, condimentos, 
aromas e especiarias, vegetais, queijos e outros recheios. O limite máximo de 
adição de carne mecanicamente separada é 30%, exclusivamente em hambúrguer 
cozido, e de no máximo 4% de proteína não cárnea na forma agregada. 
O consumo desses tipos de alimentos industrializados tem aumentado de 
maneira vertiginosa: uma única rede de “fast food” comercializa anualmente mais de 
100 bilhões de hambúrgueres no mundo, numa taxa de 75 hambúrgueres por 
segundo (SPENCER; FRANK; MCINTOSH, 2005; BORBA et al., 2013). A 
Organização das Nações Unidas para a Agricultura e a Alimentação (FAO) e a 
Organização Mundial da Saúde (OMS) previram que o hambúrguer será uma das 
preparações mais difundidas no mundo até 2020, superando a pizza (CAYE et al., 
2009; BORBA et al., 2013). Atualmente, com a crescente industrialização de 
produtos cárneos, o hambúrguer é uma alternativa para o aproveitamento de carnes 





2.3 OXIDAÇÃO LIPÍDICA EM PRODUTOS CÁRNEOS 
 
 
Os lipídios são importantes componentes dos produtos cárneos, conferindo 
características sensoriais desejáveis. Por outro lado, são facilmente oxidáveis, 
levando à rancidez por meio do desenvolvimento de substâncias indesejáveis, o que 
compromete a validade e qualidade do produto final. Os lipídios dos produtos 
cárneos são constituídos de uma mistura de mono, di e triacilgliceróis, ácidos graxos 
livres, fosfolipídios, glicolipídios, esteróis e outras substâncias lipossolúveis. Desses, 
os ácidos graxos insaturados são aqueles suscetíveis ao processo oxidativo. Estima-
se que o ácido linoléico (18:2) seja de 10 a 40 vezes mais suscetível à oxidação que 
o ácido oléico (18:1) (RAHARJO; SOFOS, 1993; GOMES et al., 2003; FENNEMA, 
2010; SERAFINI, 2013). 
A oxidação lipídica pode ser acelerada pelo processamento da carne, em 
operações como corte e cozimento, os quais rompem as membranas do músculo, 
facilitando a interação dos ácidos graxos insaturados com substâncias pró-
oxidantes. O ferro e os demais metais de transição presentes na composição da 
mioglobina podem reagir com radicais livres formando o radical hidroxil, que provoca 
danos em proteínas, ácidos nucléicos e retira o hidrogênio dos ácidos graxos 
poliinsaturados (RAHARJO; SOFOS, 1993; FENNEMA, 2010). O processo de auto-
oxidação lipídica pode ser resumido nas seguintes etapas (FIGURA 1): 
 
 
FIGURA 1 - ESQUEMA GERAL DO MECANISMO DE OXIDAÇÃO  
 FONTE: FARMER (1942) 
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A autoxidacão dos lipídios está associada à reação do oxigênio com ácidos 
graxos insaturados e ocorre em três etapas: 
 Iniciação – ocorre a formação dos radicais livres do ácido graxo devido à 
retirada de um hidrogênio do carbono alílico da molécula, em condições favorecidas 
por luz e calor. 
 Propagação – os radicais livres que são prontamente susceptíveis ao ataque 
do oxigênio atmosférico são convertidos em outros radicais, aparecendo os produtos 
primários de oxidação (peróxidos e hidroperóxidos). Os radicais livres formados 
atuam como propagadores da reação, onde ocorre um processo autocatalítico. 
 Término – dois radicais livres interagem resultando formação de produtos 
estáveis (produtos secundários de oxidação) obtidos por cisão e rearranjo dos 
peróxidos (epóxidos, compostos voláteis e não voláteis). 
Para evitar a oxidação em produtos cárneos há a necessidade de diminuir a 
incidência dos fatores que a favorecem como minimizar os níveis de energia 
(temperatura e luz) responsáveis pelo desencadeamento do processo de formação 
de radicais livres. Outra estratégia seria evitar a presença de traços de metais, 
prejudicando o contato com oxigênio e bloquear a formação de radicais livres por 
meio da utilização de antioxidantes, os quais, em pequenas quantidades, atuam 
interferindo nos processos de oxidação de lipídios (BEKHIT et al., 2003; RAMALHO; 






Os antioxidantes são capazes de inibir a oxidação de diversos substratos, de 
moléculas simples a polímeros e biossistemas complexos, e atuam por meio de dois 
mecanismos. O primeiro envolve a inibição da formação de radicais livres que 
possibilitam a etapa de iniciação; já o segundo abrange a eliminação de radicais 
importantes na etapa de propagação, como alcoxila e peroxila, através da doação de 
átomos de hidrogênio a estas moléculas, interrompendo a reação em cadeia 
(NAMIKI, 1990; SIMIC; JAVANOVIC, 1994; SOARES, 2002). 
Os antioxidantes podem ser classificados em primários, secundários, 
sinergistas, removedores de oxigênio, biológicos, agentes quelantes e mistos. Os 
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primários são compostos de ação antioxidante capazes de inibir ou retardar a 
oxidação por inativação de radicais livres graças à doação de átomos de hidrogênio 
ou de elétrons, transformando os radicais em substâncias estáveis. Os denominados 
secundários apresentam uma grande variedade de modos de ação, como: quelação 
de íons metálicos (alteração de valência); inativação de Espécies Reativas ao 
Oxigênio (ERRO), conversão de hidroperóxidos em espécies não-radicalares ou 
absorção de radiação UV (BAILEY, 1996; MAISUTHISAKUL; SUTTAJIT; 
PONGSAWATMANIT, 2007). 
Antioxidantes fenólicos funcionam como estabilizadores de radicais e 
algumas vezes como quelantes de metais (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 
1992), agindo tanto na etapa de iniciação como na propagação do processo 
oxidativo. Os produtos intermediários, formados pela ação destes antioxidantes, são 
relativamente estáveis devido à ressonância do anel aromático demonstrada por 
estas substâncias (NAWAR, 1985). Os compostos fenólicos e alguns de seus 
derivados são, portanto, eficazes para prevenir a oxidação lipídica; entretanto, 
poucos são permitidos para o uso em alimentos, devido principalmente à sua 
toxicidade (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992; SOARES, 2002). 
Na indústria de alimentos, a oxidação lipídica é inibida por sequestradores 
de radicais livres. Neste caso, os compostos mais utilizados, entre outros, são: butil-
hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), tércio-butil-hidroxiquinona (TBHQ), 
tri-hidroxi-butilfenona (THBP), propil galato (PG), e, dentre os conservantes 
utilizados em produtos cárneos, encontra-se o nitrito. Estudos toxicológicos têm 
demonstrado a possibilidade de estes antioxidantes apresentarem algum efeito 
tóxico. As organizações e comitês internacionais têm alterado nos últimos anos a 
ingestão diária aceitável (IDA) destas substâncias como resultado de pesquisas 
científicas (SKOG, JOHANSSON; JAÈ GERSTA, 1998; SOARES, 2002; AUN et al., 
2011; ALBUQUERQUE et al., 2012). 
Tendo em vista os indícios de problemas que podem ser provocados pelo 
consumo de antioxidantes sintéticos, pesquisas têm sido dirigidas no sentido de 
encontrar produtos naturais com atividade antioxidante, com o intuito de substituir os 
sintéticos ou fazer associações entre eles para diminuir sua quantidade nos 




2.5 USO DO NITRITO COMO AGENTE ANTIOXIDANTE E CONSERVANTE EM 
PRODUTOS CÁRNEOS  
 
 
Originalmente utilizado no processo de cura como um conservante inibindo o 
desenvolvimento do Clostridium botulinum, o nitrito de sódio (NaNO2), além dos 
desejáveis efeitos sobre a coloração e aroma, proporciona aos produtos cárneos 
curados maior estabilidade oxidativa (CASSENS, 1995). Vários mecanismos têm 
sido propostos para esclarecer a capacidade antioxidante deste composto. Segundo 
Honikel (2007), os nitritos podem formar complexos com a mioglobina, evitando que 
os íons de ferro presentes nestas moléculas possam atuar como catalisadores da 
rancidez. Os nitritos poderiam também estabilizar os lipídios das membranas, que 
são rompidas durante os processos de cozimento ou moagem. Sua atividade 
antioxidante também poderia ser esclarecida em razão de sua capacidade quelante 
e redutora da ação catalítica dos metais pró-oxidativos. 
O óxido nítrico (NO), formado a partir das reações do nitrito de sódio 
(NaNO2), possui a capacidade de reagir com a mioglobina (Mb) ou oximioglobina 
(MbO2) presente nos produtos cárneos levando à formação de nitrosomioglobina. Ao 
sofrer desnaturação, essa molécula passa a permanecer irreversivelmente no 
estado de nitrosohemocromo conferindo coloração avermelhada estável ao produto 
(SCANLAN, 1973; OHSHIMA; BARTSCH, 1981;  SKIBISTED, 1992).   
Existe uma estreita relação entre o estado de valência do ferro e os níveis de 
rancidez. O ferro na forma Fe3+ foi encontrado na metamioglobina (MMb), pigmento 
predominante nas formas mais oxidadas do charque, enquanto Fe2+ foi o estado de 
valência predominante nas amostras menos oxidadas e que continham nitrito em 
sua composição (YOUSSEF et al., 2003). A utilização de NaNO2 em carnes de peru 
salgada e cozida mostrou a capacidade de promover a formação de desejável 
coloração avermelhada e prolongar a estabilidade oxidativa do produto (WALSH et 
al., 1998). 
No entanto, o NaNO2 pode reagir com aminas secundárias, terciárias ou 
compostos contendo grupamentos amino para formar as nitrosaminas, compostos 
tóxicos reconhecidamente mutagênicos. Neste contexto, existe o crescente interesse 
em minimizar a ingestão de nitrito. As Agências reguladoras, pesquisadores e 
indústrias têm trabalhado para reduzir os níveis dos sais de cura a concentrações 
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mínimas nos alimentos, suficientes para evitar a ocorrência de botulismo sem a 
perda do controle oxidativo. O emprego de substâncias bloqueadoras da reação de 
nitrosação como os ascorbatos e os tocoferóis, também têm sido utilizados em 
alguns países como instrumentos eficazes na inibição da formação das nitrosaminas 
(SCANLAN, 1973; OHSHIMA; BARTSCH, 1981; CASSENS, 1997). 
 
 
2.6  CAROTENOIDES 
 
 
Carotenoides são tetraterpenóides com 40 átomos de carbonos (FIGURA 2) 
que se caracterizam por apresentarem amplo espectro de cores, partindo do 
amarelo, passando por laranja, vermelho, e alcançando o púrpura (ROBBERS; 
SPEEDIE; TYLER, 1997; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; OLIVEIRA, 2005). 
 
 
FIGURA 2 - ESTRUTURAS QUÍMICAS DO LICOPENO, ß-CAROTENO E LUTEÍNA.  
    FONTE: RODRIGUEZ-AMAYA (2001); OLIVEIRA (2005) 
 
O elemento fundamental da estrutura dos carotenoides é uma grande cadeia 
de oito unidades de isopreno, que pode permanecer linear (como por exemplo na 
estrutura do licopeno) ou então ciclizar-se em uma ou ambas as extremidades (β-
caroteno). Geralmente são hidrocarbonetos, mas por oxidação podem originar as 
xantofilas, como, por exemplo, a luteína (BRUNETON, 1991; RODRIGUEZ-AMAYA, 
2001).  
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Os carotenoides acumulam-se nos cloroplastos de todas as plantas verdes 
como uma mistura de alfa ( ) e β-carotenos, β-criptoxantina, luteína, zeaxantina, 
violaxantina e neoxantina, estando complexados de forma não covalente a 
proteínas. Os carotenoides também se encontram em micro-organismos, nos quais 
são sintetizados pela rota metabólica dos isoprenóides. Aproximadamente 80 
carotenoides diferentes são sintetizados por bactérias fotossintéticas e alguns 
fungos filamentosos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; MALDONADO et al., 2003). As 
funções dos carotenoides na fotossíntese são as de pigmentos para absorção de luz 
e fotoprotetores contra danos oxidativos (DELGADO-VARGAS; JIMÉNEZ; 
PAREDES-LÓPES, 2000). 
Existem outros carotenoides com menos de 40 átomos de carbono, como é o 
caso da bixina, uma estrutura oxigenada com 24 carbonos na cadeia central (p. 13) 
(COSTA, 1975; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; OLIVEIRA, 2005). 
 
  
2.7 CAROTENOIDES EXTRAÍDOS DO URUCUM (Bixa orellana L.) 
 
 
A espécie Bixa orellana L., pertencente à família Bixaceae, conhecida 
popularmente como urucum, 
leansstrauch (alemão), achiote ou onoto (espanhol),  roçou (francês) 
e achiote ou annatto (inglês), produz sementes utilizadas como matéria-prima para 
produção de um corante alimentício natural (ELIAS et al., 2002; COSTA 2007; 
GARCIA et al., 2012). Estatísticas demonstram que a América Latina é o principal 
produtor mundial de urucum, com uma produção anual de aproximadamente 17 mil 
toneladas, das quais 12 mil são originárias no Brasil (COSTA, 2007; EPAMIG, 2008; 
GARCIA, 2012).  
A bixina é o principal pigmento, correspondendo a mais de 80% dos 
carotenoides totais encontrados no urucum (SATYANARAYANA; PRABHAKARA 
RAO; RAO, 2003; OLIVEIRA, 2005; COSTA, 2007; GOLIN et al.,  2013). A semente 
de urucum apresenta um pericarpo rico em bixina (metil hidrogênio 9’-cis-6,6’-
diapocaroteno-6,6’-dioato), que é um diapocarotenóide (C25H30O4) com configuração 
cis, solúvel em solventes orgânicos e sendo o pigmento predominante nas 
sementes, nas preparações comerciais lipossolúveis de urucum e em colorífico 
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(BARBER et al., 1961; PRESTON; RICKARD, 1980; KELLY 1996; MERCADANTE; 
STECK; PFANDER, 1997; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; RIOS; MERCADANTE, 
2004; OLIVEIRA,  2005; COSTA, 2007). 
A norbixina (9-cis-6,6’-diapocaroteno-6,6’-dioato), encontrada em pequena 
quantidade nas sementes, é o pigmento principal das preparações hidrossolúveis e 
pode ser obtida pela saponificação da bixina em meio alcalino. Este pigmento 
também é um diapocarotenóide com configuração cis (C24H28O4), porém solúvel em 
solventes polares (KELLY, 1996; MERCADANTE; STECK; PFANDER, 1997; 
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; RIOS; MERCADANTE, 2004; OLIVEIRA, 2005). 
Em razão da intensidade das cores e da estabilidade frente às condições de 
processamento, os pigmentos da B. orellana são empregados como condimentos e 
corantes de alimentos e bebidas; derivados lácteos, cárneos e produtos de 
confeitaria (GIULIANO; ROSATI; BRAMLEY, 2003; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; 
GARCIA et al., 2012; GOLIN et al.,  2013). As características morfológicas gerais da 




FIGURA 3 - CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS GERAIS DA FAMÍLIA BIXACEAE.  
FONTE: JOLY (1987).  
NOTA: 1. Aspecto geral de ramo florífero; 2. Flor cortada longitudinalmente; 3. Antera vista 
de frente; 4. Antera (porção terminal do estame) vista por trás; 5. Detalhe do gineceu; 6. 
Corte transversal ao ovário; 7. Frutos; 8. Fruto cortado longitudinalmente; 9. Diagrama 
floral de Bixa orellana l. 
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A bixina faz parte do grupo de compostos denominados apocarotenoides, 
também chamado de norisoprenos. Este grupo é gerado por uma clivagem oxidativa 
nas moléculas de carotenoides (tetraterpenoide de 40 carbonos) entre as posições 
C9 e C10, que responde, em média, por 2,5% do peso das sementes secas de B. 
orellana. Removendo-se o grupo metil éster da bixina, obtém-se a norbixina, um 
ácido dicarboxílico (EVANS, 1992; OLIVEIRA, 2005; OSÓRIO, 2010). As estruturas 




FIGURA 4 - ESTRUTURA DA BIXINA E DA NORBIXINA.   
    FONTE: RODRIGUEZ-AMAYA (2001); OLIVEIRA (2005); GARCIA (2012) 
 
As diferenças estruturais conferem à bixina características lipossolúveis 
devido à presença do éster metílico na molécula, ao contrário da norbixina, com 
maior hidrossolubilidade em razão da presença do grupamento carboxila, sítio de 
interações com moléculas de água (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; OLIVEIRA, 2005; 
GARCIA et al.,  2012; GOLIN et al., 2013). Estas particularidades determinam o tipo 
de pigmento a ser utilizado como corante e o uso de solventes apropriados para 
aplicação na indústria cárnea. 
Os isômeros cis, tanto da bixina quanto da norbixina, estão presentes 
naturalmente na planta, sendo convertidos para a forma trans mais estável quando 
submetidos a altas temperaturas. Os isômeros cis e trans diferem em algumas 
características físicas. A bixina, embora solúvel em soluções de reduzida polaridade, 
quando presente na forma do isômero cis não apresenta extensa solubilidade em 
óleos vegetais em razão da significativa polaridade promovida pelos grupos ligantes 
situados no mesmo lado da estrutura. Por outro lado, a trans-bixina é solúvel em 
óleos e apresenta-se vermelha quando em solução, diferindo do isômero cis, de 
coloração alaranjada (SATYANARAYANA; PRABHAKARA RAO; RAO, 2003; RIOS; 
MERCADANTE, 2004, OLIVEIRA, 2005; GARCIA et al., 2012). 
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Ambas, bixina e norbixina podem estar presentes em uma extração, tanto na 
forma cis como na trans (PRENTICE-HERNANDEZ; RUSIG; CARVALHO, 1993; 
SCOTTER et al.,1998; SCOTTER et al.,2000; SCOTTER; CASTLE; APPLETON, 
2001). A bixina, em condições alcalinas, pode sofrer saponificação e produzir o 
ácido dicarboxílico livre, denominado norbixina. Em excesso de álcali, o ácido 
dicarboxílico dissocia-se para formar seu sal, geralmente de potássio ou sódio, 
solúvel em água (PIMENTEL; STRINGHETA, 1999). 
Os carotenoides originados de Bixa orellana sofrem degradação quando 
expostos à luz ou submetidos a elevadas temperaturas (SATYANARAYANA; 
PRABHAKARA RAO; RAO, 2003; OLIVEIRA, 2005; GARCIA et al., 2012). Sendo 
assim, a aplicação destes corantes em alimentos deve considerar as condições de 
processamento e armazenamento (SCOTTER et al., 1994). 
Embora a atividade antioxidante do urucum em carnes tenha sido observada 
em diversas avaliações, a ANVISA, por meio da Portaria no1004, reconhece seu 
extrato como um aditivo de cor que pode ser utilizada em concentrações de até 
0,002 g/100 g em produtos cárneos, não sendo permitido o uso deste aditivo em 
carnes frescas ou congeladas (BRASIL, 1998). 
As sementes de urucum podem ser consideradas uma potencial fonte de 
antioxidantes naturais (GOLIN et al., 2013a), estudos sistemáticos in vivo devam ser 
conduzidos para explorar a biodisponibilidade das fitomoléculas avaliadas, o seu uso 
deveria ser estimulado, tanto domesticamente quanto industrialmente nas áreas 
alimentícia, cosmética e farmacêutica (LEMOS, 2008).  
 
 
2.7.1 Ação antioxidante dos carotenoides  
 
 
   Os carotenoides são constituídos de cadeias de polienos, em um longo 
sistema de duplas ligações conjugadas, rico em elétrons, responsável pela atividade 
antioxidante desses compostos tanto na absorção do oxigênio singlete quanto de 
radicais livres, para interromper as reações em cadeia onde eles estão envolvidos. 
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; OLIVEIRA, 2005; COSTA, 2007; SILVA, 2010). 
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As concentrações plasmáticas de carotenoides são bons indicadores do 
consumo de frutas e hortaliças; evidências epidemiológicas associam altos níveis 
plasmáticos de beta (β)-caroteno e outros carotenoides com a diminuição do risco de 
câncer e doenças cardiovasculares. As propriedades antioxidantes dos carotenoides 
fundamentam-se na estrutura destes compostos, principalmente no sistema de 
duplas ligações conjugadas, tornando possível a captação de radicais livres, 
principalmente o radical alquilperoxila (ROO•) (CERQUEIRA, 2007). 
Segundo Delgado (2000 apud UNEJO, 2007), as evidências epidemiológicas 
sugerem que a ingestão de β-caroteno pode inibir certos tipos de câncer e doenças 
mediadas por radicais livres. A capacidade dos carotenoides de atuar como agentes 
quelantes do oxigênio singlete é bem conhecida (FIGURA 5). Assim como a 
prevenção do câncer, o potencial antioxidante dos carotenoides pode ser útil na 
inibição de outras doenças provocadas pela ação dos radicais livres. 
 
                                       1O2   +  CAR                      
3O2 +  *CAR 
                R*  + CAR(H)                    RH  +  *CAR 
                          *CAR  +  O2                                     RO2*   
 
FIGURA 5 - REAÇÃO ENTRE CAROTENÓIDE E OXIGÊNIO SINGLETE  
    FONTE: MALDONADO-ROBLEDO(2003) E UENOJO (2007) 
 
Uma vez formado, o carotenoide no estado excitado (*CAR) pode facilmente 
retornar ao estado fundamental, dissipando energia na forma de calor. Investigações 
sobre o tema revelam que a capacidade de um determinado carotenoide em quelar 
o oxigênio singlete (1O2), está relacionada com o número de duplas ligações 
conjugadas e com os grupos ligados às extremidades da cadeia (DELGADO-
VARGAS; JIMÉNEZ; PAREDES-LÓPES, 2000). 
As reações dos carotenoides com radicais livres levam à transferência de 
elétrons ou possíveis reações adicionais. Na presença de um carotenoide e O2, a 
reação do *CAR com uma molécula de oxigênio pode levar à formação de um 
peróxido. Porém, em condições de altas pressões de oxigênio e elevadas 
concentrações de caroteno, esse pode agir como um pró-oxidante (UENOJO 
2007). 
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Uma vez que os carotenoides em sistemas biológicos estão sempre 
associados com outros sistemas de óxido-redução, a interação com outros 
antioxidantes poderá gerar efeitos sinergísticos. Sabe-se que a estrutura dos 
carotenoides exerce grande influência sobre a atividade antioxidante. Outros 
compostos como, por exemplo, cataxantina e astaxantina apresentam melhores 
atividades antioxidantes que caroteno ou zeaxantina. A atividade antioxidante 
aumenta com o aumento do número de duplas ligações conjugadas, grupos cetona 
e presença de anéis ciclopentano em sua estrutura (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; 
MALDONADO-ROBLEDO, 2003). 
Em diversos setores da indústria, o emprego de corantes naturais em 
substituição aos artificiais tem gerado um crescente interesse pelos produtos 
provenientes do urucum. Os métodos rudimentares frequentemente aplicados para 
obtenção destes produtos tendem a ser substituídos por processos mais elaborados 
visando reduzir os custos de processamento, mas também com o objetivo de 
agregar valor ao pigmento. Os produtos industrializados isentos de aditivos são de 








Um dos maiores desafios para a indústria de carnes é oferecer produtos 
macios, suculentos, com cor e sabor agradáveis e com a manutenção destas 
características de frescor durante toda a sua vida de prateleira, com a maior 
segurança e o menor custo possíveis. Dentro deste aspecto, o estudo e o 
conhecimento das propriedades funcionais das matérias-primas e os fatores que as 
influenciam são imprescindíveis para garantir a satisfação dos clientes e os 
resultados econômicos dos fabricantes (OLIVO, 2002).  
As cores são percebidas pelo indivíduo fisiologicamente normal quando a 
energia radiante da região visível do espectro (380 a 760) nm atinge a retina. As 
características da cor são, essencialmente, o tom ou matiz, a saturação ou grau de 
pureza e a luminosidade ou brilho. Na avaliação da acuidade visual de indivíduos, 
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alguns testes podem ser aplicados como, por exemplo, o de Munsell - Farnsworth 
100 Hue Test (IAL, 2008). A percepção da cor ocorre por meio do estímulo de 
diferentes comprimentos de onda da luz. As cores são caracterizadas por: 
saturação: profundidade da cor; tonalidade: cor efetiva (vermelho, verde, azul), 
intensidade: brilho (o vermelho brilhoso tem mais intensidade que o vermelho fosco) 
(KAISER; BOYNTON, 1986). 
Cerca de 8% dos homens e, 0,6% das mulheres são daltônicas. É mais 
usual confundir ou não identificar três cores do que duas ou uma cor. O teste mais 
utilizado para detecção do daltonismo é o teste de cores de Ishihara, criado em 1917 
por um professor da Universidade de Tóquio (DUTCOSKY, 2013). 
O consumidor associa a coloração vermelha das carnes à qualidade e 
frescor do produto. A manutenção da coloração tem relevante importância 
econômica, pois se trata de um fator decisivo no momento da aquisição e opção de 
compra pelo consumidor. O controle da cor nas carnes exige conhecimento das 
reações que envolvem as formas de pigmento. O ciclo dessas nas carnes é 
reversível e, portanto, à medida que ocorra associação de ligantes ao átomo de ferro 
da mioglobina (Mb) e alteração de sua valência, ocorre também a mudança da 
coloração no produto cárneo (SARANTÓPOULOS; PIZZINATTO, 1990). 
A cor das carnes é o índice de frescor e qualidade mais evidente para o 
consumidor, sendo determinada pela proporção relativa das três formas de 
mioglobina: mioglobina reduzida (Mb - coloração vermelho púrpura), oximioglobina 
(MbO2 - coloração vermelho brilhante) e metamioglobina (MMb - coloração marrom). 
Os pigmentos de mioglobina apresentam em sua estrutura um átomo de ferro, na 
Mb e MbO2 o ferro encontra-se no estado ferroso (Fe
2+) enquanto na MMb o metal 
está na forma férrica (Fe3+) (PEGG;  SHAHIDI, 1997). 
Estudos envolvendo a adição de NaCl às carnes evidenciaram que o 
aumento da concentração salina é acompanhado pela redução do conteúdo de 
oximioglobina (MbO2) e aumento de metamioglobina (MMb) (TORRES et al., 1988). 
O uso de NaCl no processamento de produtos cárneos está associado à oxidação 
do ferro ligado à mioglobina (Mb) da forma Fe2+ para Fe 3+ (SHIMOKOMAKI; 
FRANCO; CARVALHO,1987). 
A avaliação da cor nos produtos cárneos indica que a presença de cloreto de 
sódio (NaCl), nitrito de sódio (NaNO2) e cozimento promovem mudanças nos 
parâmetros de cor avaliados pelo sistema CIELAB, que representa um dos 
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populares sistemas de colorimetria para mensuração de cor. No sistema L* a* b*, o 
L* corresponde a luminosidade, o eixo a* (-) verde/(+) vermelho, o eixo b* (-) azul/(+) 
amarelo. O centro representa os tons acromáticos (HUNTER LAB, 2008). 
Esse é um sistema com uniformidade de cor dentro do espaço que foi 
desenvolvido para reduzir os problemas do sistema XYZ, as dimensões x e z, são 
para relacionar dimensões de cor, a dimensão y é para luminosidade claro ou 
escurão, onde, no eixo X temos os comprimentos de onda de 400nm – 700nm e no 
eixo Y temos a % de refletância (SHIMOKOMAKI et al., 2006; HUNTER LAB, 2008).  
 A coloração dos produtos cárneos, conferida pela mioglobina, é um 
fator importante para aceitabilidade do consumidor e indicativo de qualidade. Há 
associação entre a oxidação lipídica com esse pigmento e sua influência na 
coloração da carne, o que induz a realizar estudos sobre antioxidantes (BENEDETTI 
et al., 2011).  
 
 
2.9 CONTROLE MICROBIOLÓGICO EM PRODUTOS CÁRNEOS 
 
 
  A Comissão Internacional de Especificações Microbiológicas para 
Alimentos (ICMSF, 2006) explica que muitos fatores complicam a avaliação e 
controle microbiológico, a maioria dos riscos de origem alimentar deve ser 
controlada em múltiplos pontos do abastecimento alimentar. 
Abordagens para melhorar segurança alimentar e prevenir doenças 
transmitidas por alimentos (DTAs) incluem instituir medidas de controle em pontos 
intermediários na cadeia alimentar e educação dos consumidores e trabalhadores de 
alimentos. O impacto das medidas de controle individuais (vacinação animal, 
rotulagem de carne, temperatura de armazenagem e transporte, etc.) devem ser 
avaliados, pois, são muito complexos e exigem fontes de dados adicionais sobre a 
redução de doenças transmitidas por alimentos por certos agentes patogênicos, 
como por exemplo, Salmonella enterica (OLSEN et al.,, 2001).   
Equipes interdisciplinares de epidemiologistas e especialistas em segurança 
alimentar de todas as agências governamentais devem ser formadas para investigar 
casos esporádicos e associados ao surto de origem alimentar, para identificar os 
19 
microrganismos alimentares e a série de eventos que levam às doenças. Em países 
onde a vigilância é esporádica, dados úteis para o controle de alimentos e sua 
avaliação devem ser compartilhados. 
Como os recursos permitirem, os países devem integrar sistemas de 
vigilância em diferentes agências responsáveis por rastrear doenças humanas, 
contaminação alimentar, animais, doenças das plantas, e os fatores 
comportamentais e ambientais importante para a segurança alimentar e prevenção 
de doenças de origem alimentar (ICMSF, 2006). 
Parâmetros microbiológicos preconizados na RDC nº 12, de 02 de janeiro de 
2001 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária/Ministério da Saúde (ANVISA/MS) 
para produtos cárneos reestruturados consistem em pesquisa de Salmonella spp.; 
determinação do Número Mais Provável (NMP) de coliformes, contagem de 
estafilococos coagulase positiva e contagem de clostrídios sulfito redutores a 46°C 
As propriedades da hortelã com as atividades antimicrobianas da quitosana 
em estudo como conservantes de produtos cárneos suínos demonstraram que a 
combinação foi mais eficaz contra bactérias Gram positivas. A vida útil de contagem 
bacteriana foi aumentada em amostras tratadas e armazenadas em 0-3 ºC durante 
três semanas (KANATT; CHANDER; SHARMA, 2008). 
Efeitos do extrato liofilizado Urtica dioica L. (LUWE) e embalagem em 
atmosfera modificada (MAP) foram investigados quanto a qualidade e a vida útil de 
carne moída. Carne moída foi armazenado como controle aeróbico, MAP (80% de 
O2 + 20% de CO2), MAP e 250 ppm LUWE e MAP e 500 ppm LUWE em 2±0,5°C 
durante 14 dias. MAP e LUWE tiveram efeitos significativos sobre as bactérias do 
ácido mesófilos, psicrotróficos e lácticas e contagem de Pseudomonas, quando 
utilizado 500ppm de LUWE (ALP; ASKU, 2010). 
O aumento progressivo da demanda de alimentos cárneos congelados ou 
refrigerados estimula os estudos para prolongar a vida útil destes alimentos. 
Tentando eliminar micro-organismos um estudo injetou Salmonella typhimurium e 
Escherichia coli, em carne bovina e posteriormente, durante ensaio de vida de 
prateleira foi aplicada luz pulsada. Este tratamento não estendeu o prazo de 
validade dos produtos cárneos e teve um efeito negativo sobre a qualidade sensorial 
do produto (HIERRO et al., 2012). 
A adição de óleos essenciais de coentro (Coriandrum sativum L.) e hissopo 
(Hyssopus officinalis L.) na concentração (0,02%) foram avaliadas quanto à sua 
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atividade microbiológica em carne moída embaladas a vácuo e armazenadas a 
0,5±0,5°C e 6±1°C durante 15 dias.  No entanto, o armazenamento de carne a uma 
temperatura mais baixa de 0,5±0,5°C, sem a adição de óleos tiveram um efeito mais 
positivo sobre atividade microbiana (até 3 ciclos log) e manutenção da qualidade 
sensorial de armazenamento de carne a 6±1°C com óleos adicionados. 
(MICHALCZYK et al., 2012). 
Extratos de frutas silvestres de Nitraria retusa foram utilizados em pastéis de 
carne moída durante nove dias de armazenamento a 4°C, o extrato foi capaz de 
retardar os o crescimento microbiano durante o armazenamento refrigerado por 
nove dias e prazo de validade foi estendido quando comparado ao controle 
(MARIEM et al., 2014). 
Vários estudos atualmente estão sendo feitos com a intenção de aumentar a 
vida útil de produtos cárneos, além de antimicrobianos naturais e sintéticos, cresce 
também a utilização de atmosfera modificada juntamente com uma embalagem 
apropriada para impedir o desenvolvimento de micro-organismos (COMA, 2008; 
HAYES et al., 2010; DJENANE et al., 2012; GÓMEZ; LORENZO, 2012; OLIVEIRA,  
SOARES; PICCOLI, 2013; LIMBO et al., 2013; MURPHY, GRADY; KERRY, 2013; 













3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 MATERIAL BOTÂNICO 
 
Sementes de Bixa orellana L. foram coletadas na fazenda experimental do 
IAPAR (Instituto Agronômico do Paraná), Rodovia Miguel Buffara, km 8, Morretes, 
Paraná, Brasil. Caixa Postal nº 11 - 83350 000 Fone/Fax: 55 (41) 3462-1203, 
Estação Experimental de Morretes EST.: Morretes / CÓD.: 02548038 
/ LAT.: 25o30´S/ LONG.: 48o49´W / ALT.: 59m, nos meses de junho e julho de 2012.  
A identificação da espécie vegetal (FIGURA 6) foi realizada pelo biólogo e 
curador Osmar dos Santos Ribas do Museu Botânico Municipal de Curitiba, onde 
está depositada a exsicata sob o número: 379.394 (FIGURA 7). 
 
 
FIGURA 6 - IDENTIFICAÇÃO REALIZADA NO MUSEU BOTÂNICO MUNICIPAL DE CURITIBA-PR, 
BRASIL 





FIGURA 7 - EXSICATA DE BIXA ORELLANA L. DEPOSITADA JUNTO AO MUSEU BOTÂNICO 
MUNICIPAL DE CURITIBA-PR, BRASIL 
                     FONTE: A autora (2014) 
 
 
3.2 OBTENÇÃO DA BIXINA E SAL DE BIXINA 
 
3.2.1 Tratamento da matéria prima 
 
Aproximadamente 50 kg de sementes foram coletadas e retiradas das 
cápsulas.  As sementes foram desidratadas em estufa a 50ºC e estabilizadas em 
local fresco e arejado, protegidas de raios solares e umidade. Após este processo, o 
material foi triturado para aumentar a superfície de contato com o solvente e facilitar 
a extração dos carotenoides conforme os trabalhos de (SONAGLIO et al., 1999; 
OLIVEIRA, 2005; COSTA, 2007). 
A extração da bixina foi realizada segundo metodologia descrita por Costa 
(2007), utilizando a técnica de extração em aparelho Soxhlet modificado com 
aplicação farmacotécnica com gradiente de polaridade crescente(CARVALHO, 
2009).  
Foram obtidos 1980kg das sementes desidratadas e fragmentadas da 
espécie Bixa orellana L. variedade vermelha. Para a extração da bixina Foi 
empregado inicialmente o solvente n-hexano em um período de aproximadamente 
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seis horas. O mesmo período de tempo foi utilizado para os solventes clorofórmio, 
acetato de etila e etanol.  
 
  
3.2.1 Identificação da bixina 
 
 
Durante a extração clorofórmica foram obtidos cristais de coloração 
vermelho-púrpura. Para identificação e caracterização foram utilizadas as técnicas 
de determinação do ponto de fusão; Espectroscopia no Infravermelho (IV) e 
Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN1H) e Carbono (RMN13C) e 
Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). O ponto de fusão foi determinado 
com o auxílio do aparelho Marte®, modelo III.  
A metodologia de IV foi realizada na amostra pastilhada com brometo de 
potássio (KBr), empregando equipamento Bomem-Hartmann e Braum série MB 
Biored® FTS 3500 GX, com leitura de transmitância entre 400 e 4000 cm-1 e detector 
de elementos deuterados de sulfato de triglicina (deuterated triglycine sulfate 
detector elements, DTGS). Por sua vez, as técnicas de RMN1H e RMN13C foram 
executadas no Departamento de Bioquímica da UFPR utilizando espectrofotômetro 
RMN Brukers® AVANCE III HD 600. As amostras foram preparadas empregando 
dimetilsulfóxido deuterado (DMSOd6) como solvente Cambridge Isótopos 
Laboratories®. 
A análise cromatrográfica foi efetuada em cromatógrafo líquido de alta 
eficiência (Pro Star Gradiente VARIAN®, modelo 410, série 50492) com detector de 
arranjo de fotodiodo (modelo 335) e coluna C18 (VARIAN®, 5 m, 150 x 4,6 mm) de 
fase reversa. A temperatura utilizada foi de 29°C com sistema de separação 
isocrático, sendo a fase móvel composta por 85% de acetonitrila J.T. Baker® EUA e 
15% de fase ácida (ácido sulfúrico 0,05 M e ácido fosfórico a 1%). O fluxo foi de 1 
mL/minuto e o comprimento de onda 470 nm, com tempo de corrida de 8 minutos. 
Para a avaliação, a amostra foi diluída em metanol grau HPLC J.T. Baker® México.  
A curva analítica foi preparada entre 2,45 e 78,4 mg/mL (n=7), por meio do 
método adaptado de Scotter e colaboradores (1994), Roussef (1988), Rios e 
Mercadante (2004), Oliveira (2005), Noppe e colaboradores (2009), utilizando bixina 
e norbixina dissolvidas em metanol. 
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3.2.2 Síntese do sal de bixina e análise por CLAE 
 
A conversão de bixina em sal foi realizada para proporcionar maior 
polaridade à molécula, por meio de adaptação dos trabalhos de Rios e Mercadante 
(2004); Silva; Nachtigall e Stringheta (2009), onde foi utilizado Hidróxido de Potássio 
(10%) diluído em água destilada 50ml (m/v) e um grama de bixina, sem aquecimento 
e, posteriormente, filtrado em funil de vidro sinterizado. Após a filtragem o material 
foi levado a estufa a 50°C para secagem. Através dos cromatogramas obtidos por 
CLAE verificou-se que em todas as etapas de análise não houve a formação de 
produtos de degradação com λ max entre 250 e 600 nm.  
 
 
3.3 PREPARO DOS PRODUTOS CÁRNEOS REESTRUTURADOS 
 
 
As amostras foram processadas no Laboratório de Tecnologia de Alimentos 
do Departamento de Farmácia da UFPR. Para elaboração dos produtos cárneos 
reestruturados foram utilizadas amostras de patinho traseiro bovino (Vastus lateralis) 
adquiridas no comércio de Curitiba. A carne foi moída em disco de 3,5mm de 
diâmetro em moedor industrial (CAF®), posteriormente a massa cárnea foi 
homogeneizada com os diferentes tratamentos estudados. Foram utilizadas as 
seguintes combinações de nitrito e sal de bixina (TABELA 1): 
 
TABELA 1 -  FORMULAÇÕES DAS AMOSTRAS DE REESTRUTURADOS 
Tratamento Água (%) Nitrito(ppm) Sal de bixina(ppm) Cloreto de sódio (%) 
CTRL 10 - - 1,4 
BIX 10 - 500 1,4 
BIXNIT 10 75 250 1,4 
NIT 10 150 - 1,4 
FONTE: A autora (2014) 
NOTA: CTRL = controle; BIX = (500ppm sal de bixina); BIXNIT=(250ppm sal de bixina:75ppm       
NaNO2);  NIT = (150ppm NaNO2). 
 
O controle (CTRL) foi elaborado isento da combinação de nitrito e sal de 
bixina. Um lote de amostras (NIT) foi elaborado somente com nitrito de sódio na 
condição máxima prevista na legislação (150 ppm). (BIXNIT) foi elaborado 
misturando nitrito (75 ppm) e sal de bixina (250 ppm). Por fim, em um terceiro 
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tratamento o nitrito foi totalmente submetido por sal de bixina (500 ppm). As 
combinações de aditivos foram diluídas em volume de água proporcional a 10% da 
massa cárnea (p/v). Em cada tratamento foram utilizados 3.500kg e amostra 
reestruturada continha 100g. 
Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas com as respectivas 
combinações de aditivos durante cinco minutos, em seguida pesadas (100g±0,1) e 
modeladas em fôrma de hambúrguer. As amostras foram mantidas congeladas a       
-16ºC (±1ºC) até o final das análises de vida de prateleira. Para as amostras 
grelhadas padronizou-se o tratamento térmico durante 3 minutos de cada lado 
alcançando uma temperatura interna próxima a 73ºC±2 avaliada por meio de 
termômetro digital (Thermometer®) modelo SH-113. 
 
 




A matéria-prima cárnea e as amostras processadas foram caracterizadas 






A determinação de umidade foi realizada com repetição de cinco vezes em 
estufa de convecção dotada de circulação de ar (Nova Ética®, 420-2D) a 105 C, de 
acordo com a Associação Oficial de Química Analítica Oficial (Association of Official 









A determinação de proteínas foi realizada com repetição de cinco vezes 
segundo o método de Kjeldahl adotando-se o fator 6,25 para conversão do 






A determinação de lipídios foi realizada com repetição de cinco vezes 
empregando-se a técnica de hidrólise ácida, utilizando-se água fervente e ácido 
clorídrico 8,0 N, seguida de aquecimento por 15 minutos, filtração do material e 
secagem do papel de filtro em estufa a 105º C por duas horas. O material foi 
submetido à extração em Soxhlet, utilizando-se éter de petróleo e determinando-se a 
quantidade de lipídios por diferença de peso (AOAC, 1995). 
 
 
3.3.5 Determinação de resíduo mineral fixo 
 
 
A determinação de resíduo mineral fixo foi realizada com repetição de cinco 




3.3.6 Determinação do pH 
 
 
O pH foi realizado com repetição de cinco vezes e medido em potenciômetro 




3.3.7 Determinação da concentração residual de nitritos 
 
 
As amostras em triplicata dos produtos reestruturados foram 
homogeneizadas e aproximadamente 10 gramas (±0,001) foram tomadas e 
adicionadas de 5,0 mL de tetraborato de sódio e 50,0 mL de água aquecida a 80°C. 
Após 15 minutos em Banho-Maria com agitação (Solab®) modelo SL-155/22-8 
(80°C), as amostras foram transferidas para balão volumétrico e adicionadas de 5,0 
mL de ferrocianeto de potássio e 5,0 mL de acetado de zinco, com agitação por 2 
minutos entre cada adição de reagente. O volume foi completado para 250 mL com 
água destilada e então as amostras permaneceram em repouso por 30 min. Após 
filtração, uma alíquota de 10 mL foi coletada e adicionada de α-naftol (Vetec®) e 
sulfanilamida (Isofar®) em meio ácido, para desenvolvimento de cor e mensuração 
em espectrofotômetro a 540 nm. Os cálculos e quantidade de nitrito foram 
determinados por meio de uma curva padrão previamente estabelecida (IAL, 2008). 
 
 




O efeito do sal de bixina sobre a cor de produtos cárneos reestruturados foi 
avaliada nos tempos 0 (fim do processo), 30º e 60º dias de prateleira nas amostras 
cruas e grelhadas. As amostras foram transferidas das embalagens e expostas 
sobre uma superfície lisa sendo realizadas oito leituras de cada amostra em pontos 
diferentes Nas amostras grelhadas a leitura foi imediatamente após o tratamento 
térmico. As análises de cor foram realizadas no Departamento de Engenharia 
Química da Universidade Federal do Paraná (UFPR). 
As análises foram realizadas utilizando um aparelho espectrofotômetro 
portátil, iluminante D65 mimetiza  a luz do dia – 6500 K e ângulo 45/0, utilizou-se 
colorímetro (HUNTER LAB®) miniscan XE PLUS, pelo sistema L*, a*, b*. Os valores 
de luminosidade L* (luminosidade), a* (componente vermelho-verde), b* 
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(componente azul-amarelo) foram expressos no sistema de cor CIELAB (HUNTER 
LAB, 2008), o aparelho foi calibrado utilizando uma placa preta e uma cerâmica 
padrão branca (X = 78,9, Y = 83,9, Z = 88,9). Para analisar a cor da carne dos 
produtos reestruturados e relacionar entre as amostras que receberam tratamentos 
diferentes, foi utilizado o Sistema CIELAB (L*,a*,b*), onde o valor de L*, situado no 
eixo vertical do diagrama de Hunter, mede a luminosidade ou a percentagem de 
reflectância, variando de 0 (preto) para 100 (branco). O valor de 64 a*, situado no 
eixo horizontal, mede a variação entre a cor verde e a vermelha e o valor de b* 
mede a variação entre o azul e o amarelo (SHIMOKOMAKI, 2006 HUNTER LAB, 
2008).   
 
 
3.5 OXIDAÇÃO LIPÍDICA – TESTE DO ÁCIDO 2-TIOBARBITÚRICO 
 
 
A oxidação lipídica foi avaliada nos quatro diferentes tratamentos (CTRL; 
BIX; BIXNIT; NIT), no tempos 0 (final do processamento), 30 e 60 dia utilizando-se o 
método do ácido 2-tiobarbitúrico (TBARS) conforme procedimento descrito por 
Tarladgis e colaboradores (1964). Esta metodologia consiste na determinação 
espectrofotométrica à 532 nm do complexo de coloração vermelha formado pela 
condensação de dois moles de ácido 2-tiobarbitúrico (TBA) (J.T.Baker®-Austria), 
com um mol de malonaldeído e/ou outras substâncias que reagem com o TBA. 
Neste procedimento, 10g de amostra triturada, em duplicata da triplicata, 
foram homogeneizadas em um enlenmeyer de 500 mL com 97,5 ml de água 
destilada, 2,5 mL de ácido clorídrico 4N, 2 gotas de anti-espumante e algumas 
pérolas de vidro. Em seguida, esta solução foi destilada durante 10 minutos e foram 
coletados 50 mL do destilado em erlenmeyer de 125 mL. Foram retiradas em 
triplicata, alíquotas de 5 mL do destilado e foram transferidas para um tubo de 
ensaio de tampa rosqueável. Foram adicionados ao destilado 5 mL de TBA 0,02M e 
estes, após o tubo ser herméticamente fechado, foram aquecidos em banho-maria 
fervente por 35 minutos, resfriados à temperatura ambiente e realizada a leitura em 
espectrofotômetro à 532 nm. 
Foi preparada uma curva padrão utilizando solução de 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP) (Sigma-Aldrich®-EUA),  em água destilada, nas 
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concentrações de 0,10 a 7,0 M de TEP. Os resultados foram expressos em mg de 
TBARS/Kg de amostra. Realizou-se o teste de recuperação do método, visando a 
precisão do procedimento. Este consistiu em aplicar o método descrito acima em 
três condições diferentes: 1) para uma solução de TEP de concentração conhecida 1 
x 10-5 M; 2) para 10g da amostra e 3) para 10g da amostra e 10 mL da solução de 
TEP 1x10-5M.  
 
 
3.6 ANÁLISE SENSORIAL 
 
 
A avaliação sensorial dos tratamentos foi realizada por meio de um teste de 
ordenação de preferência. Avaliação envolveu um painel formado por 30 provadores 
não-treinados que utilizaram notas de 1 (menos agradável) a 4 (mais agradável)  
para ordenar sua preferência pelas amostras formuladas segundo os 4 diferentes 
tratamentos (CTRL; BIX; BIX:NIT; NIT). A somatória das notas foi utilizada para 
indicar as amostras mais apreciadas pelos provadores (IAL, 2008). As amostras  
apresentavam conformidade com parâmetros microbiológicos preconizados pela 
legislação (BRASIL, 2001) e este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética  – CAAE: 
22206713.9.0000.0102 (item 3.10). 
 
 
3.7 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 
 
 
A matéria-prima e amostras tratadas foram avaliadas quanto aos parâmetros 
microbiológicos preconizados na RDC nº 12, de 02 de janeiro de 2001 da Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária/Ministério da Saúde (ANVISA/MS). Esses consistem 
em pesquisa de Salmonella spp.; determinação do Número Mais Provável (NMP) de 
coliformes, contagem de estafilococos coagulase positiva e contagem de clostrídios 
sulfito redutores a 46°C. Para a detecção, isolamento e identificação de 
contaminantes microbianos foi utilizada a metodologia básica descrita no 
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods, (2001), 
utilizando critério de contagens em Unidades Formadoras de Colônia por grama de 
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amostra (UFC/g), sendo a pesquisa realizada em 25 gramas do produto 
homogeneizado. 
 
3.7.1 Pesquisa de Salmonella spp. 
 
 
A figura 8 representa um esquema do procedimento para detecção de 





FIGURA 8 - PROCEDIMENTOS PARA DETECÇÃO DE Salmonella spp.  
    FONTE: ADAPTADO DE FDA (1995) 
 
Foram homogeneizados em “stomacher” Seward® (modelo 400 circulator), 
25 g de amostras cárneas em 225 mL de água peptonada tamponada a 1%. Após 
incubação em incubadora refrigerada Panasonic® modelo Mir-254/240L a 35±1°C 
por um período de 24 horas, o volume de 1 mL dessa suspensão foi transferido para 
10 mL de Caldo Selenito-Cistina utilizando Cabine de Segurança Biológica Veco® 
modelo Biosafe plus A2, e incubado nas mesmas condições 35°C/24 h . Um volume 
de 0,1 mL foi inserido em 10 mL de caldo Rappaport e esses foram incubados  em 
Homogeneizar 25 g 
de amostra em 225 







Transferir 1 mL para 






Transferir 0,1 mL 






Semear em placas de 
Agar Salmonella-
Shigella (SS), Agar 












Realizar triagem em 
Agar Tríplice Açúcar 
Ferro (TSI) e Agar 
Lisina Ferro (LIA) 





polivalente em lâmina 
de vidro 
31 
incubadora refrigerada Panasonic® modelo Mir-154/127L a 42 ± 0,2°C por 24 horas. 
Após o período de incubação foram realizadas semeaduras por esgotamento em 
placas de Petri, contendo Agar Salmonella-Shiguella (SS), Agar Hectoen (HE) e 
Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) conforme esquema (FIGURA 8). 
Sequencialmente as placas foram incubadas a 35±0,2°C por 24 horas.  Foi 
verificada se houve o desenvolvimento de colônias suspeitas de Salmonella spp. No 
meio de cultura HE as colônias típicas dessa bactéria se apresentam transparentes, 
verde-azuladas, com ou sem centro negro. As cepas fortemente produtoras de 
sulfeto de hidrogênio (H2S) podem produzir colônias inteiramente enegrecidas. No 
Agar SS, colônias típicas são geralmente transparentes com centro negro (FIGURA 
9). Em Agar XLD, são observadas colônias transparentes, cor de rosa escuro, com 
ou sem centro negro e cepas fortemente produtoras de H2S podem demonstrar 
colônias com centro negro grande e brilhante, ou mesmo totalmente negras. As 
cepas fermentadoras de lactose ou sacarose produzem colônias amareladas com ou 
sem centro negro. Diversas cepas do gênero Salmonella podem apresentar colônias 
amarelas transparentes típicas, com ou sem centro negro. 
Essas colônias foram identificadas em Agar Ferro Tríplice Açúcar, (TSI) e 
Agar Lisina Ferro (LIA) e, de maneira complementar, foi realizado sorologia com 
antissoro polivalente em lâmina de vidro.  
 
 
3.7.1.1 Confirmação bioquímica de Salmonella spp. 
 
 
Para a confirmação bioquímica, com o auxílio de uma agulha estéril 
descartável de inoculação, em Cabine de Segurança Biológica Veco® modelo 
Biosafe plus A2, foi removida uma porção da massa de células do centro da colônia 
típica e inoculada em tubos inclinados de Ágar Tríplice Açúcar Ferro (TSI) e Ágar 
Lisina Ferro (LIA). A inoculação foi feita por picada e estrias na rampa, utilizando-se 
a mesma alçada para inocular ambos os tubos. Foram submetidas à confirmação 
preliminar pelo menos duas colônias típicas de cada placa, nos tubos de TSI e LIA. 
Os tubos foram incubados em incubadora refrigerada Panasonic® modelo Mir-
254/240L a 35±0,2°C por 24 horas e foi observado se houve ocorrência de reações 
típicas de Salmonella spp. nos meios de cultura avaliados. No Agar TSI as reações 
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típicas são caracterizadas pela rampa alcalina (vermelha) e fundo ácido (amarelo), 
com ou sem produção de H2S (escurecimento do ágar). Já no Agar LIA, essas 
reações exibem o fundo e rampa alcalinos (roxo, sem alteração da cor do meio), 
com ou sem produção de H2S (escurecimento do meio).  
 
3.7.1.2 Confirmação sorológica de Salmonella spp. 
 
 
A confirmação sorológica foi realizada para detecção dos antígenos 
somáticos (poli O). Para isso, foram marcados dois quadrados de aproximadamente 
2 cm2 em uma lâmina de vidro, usando um lápis de material hidrofóbico. A seguir, foi 
adicionada uma gota de solução salina 0,85% estéril em um dos quadrados e uma 
gota de antissoro somático polivalente anti-Salmonella no outro. Uma parte da 
colônia suspeita foi emulsionada na gota de solução salina e outra parte na gota de 
antissoro, segurando a lâmina contra um fundo preto bem iluminado. Foram 
realizados movimentos leves de inclinação no quadrado com antissoro. A aparência 
da emulsão no quadrado com salina (controle negativo) foi utilizada para 
comparação, a fim de não ocorrer confusão entre a turbidez da emulsão e uma 
reação de aglutinação (FIGURA 10). 
 
 
FIGURA 9 – REAÇÕES TÍPICAS DE Salmonella NOS MEIOS: LIA (A) SS (B) E TSI (C)  
FONTE: LACOMA; SCIENTIA; HIMEDIALABS (2014). 
NOTA: LIA: Agar lisina ferro; SS: Agar Salmonella-Shigella, TSI: Agar tríplice açúcar 











FIGURA 10 - REAÇÃO DE AGLUTINAÇÃO 
                      FONTE: MISODOR (2014) 
 
3.7.2. Determinação do Número Mais Provável (NMP) de coliformes  
 
 
A técnica utilizada consiste na de tubos múltiplos, a qual contém quatro 
séries de três tubos em cada diluição (10-1, 10-2, 10-3, 10-4). Foi usado como meio 
presuntivo o Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), com incubação em incubadora 
refrigerada Panasonic® modelo Mir-254/240L a 35 ± 0,5°C por períodos de 24 e 48 
horas. Os tubos positivos com presença de gás foram repicados para Caldo 
Escherichia coli (EC) e incubados em Banho-Maria com agitação Solab® modelo SL-
155/22-8 a 45°C durante 24 e 48 horas. A determinação do Número Mais Provável 
de coliformes por grama (NMP/g) em incubadora refrigerada Panasonic® modelo Mir-
154/127L a 45°C foi feita pela Tabela de Hoskins (SPECK, 1984) (FIGURA 11). 
 
 
FIGURA 11 - ESQUEMA DEMONSTRADO A TÉCNICA DE NMP DE COLIFORMES A 35° E 45°C 
   FONTE: ADAPTADO DE FDA (1995) 
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3.7.3 Contagem de estafilococos coagulase positiva  
 
 
Em placas contendo Agar Baird-Parker suplementado com emulsão de 
gema de ovo a 20% em solução fisiológica e solução de telurito de potássio a 1% 
em água, foi inoculado um volume de 0,1 mL das diluições selecionadas de amostra.  
Com o auxílio de alça de Drigalski, a amostra foi espalhada no meio até completa 
absorção. A seguir, as placas foram incubadas em incubadora refrigerada 
Panasonic® modelo Mir-254/240L a 35 ± 1°C por 24 a 48 horas. Após incubação, 
foram selecionadas as placas que continham entre 20 e 200 colônias com as 
seguintes características: negras, brilhantes, convexas e com uma borda branca (1 a 
1,5 mm de diâmetro após 24 horas e 1,5 a 2,0 mm após 48 horas) apresentando ao 




FIGURA 12 - TÉCNICA DE DETECÇÃO DE ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA 
       FONTE: ADAPTADO DE FDA (1995) 
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colônias. Nos casos em que a placa apresentou colônias suspeitas de mais de um 
tipo, típicas e atípicas, foram selecionadas cinco de cada tipo, ou um número 
proporcional à distribuição dos diferentes tipos nas placas. Cada colônia foi inserida 
em um tubo de Caldo Infusão Cérebro-Coração (BHI), emulsionada e a seguir, foi 
transferida uma alçada de cada tubo de BHI para tubos com Ágar Tripticase de Soja 
(TSA) inclinados. Os tubos foram incubados em incubadora refrigerada Panasonic® 
modelo Mir-254/240L 35 - 37°C por um período de 18 a 24 horas. A cultura TSA foi 
reservada para teste adicional se necessário. 
A partir dos tubos de TSA inclinados, foi coletada uma alçada da cultura em 
uma gota de água oxigenada (peróxido de hidrogênio) 3%, em uma lâmina de vidro, 
nas cepas positivas para catalase ocorre o borbulhamento imediato (teste positivo). 
As cepas de Staphylococcus aureus são catalase positivas. 
Teste da coagulase: foi tranferido 0,5mL de cada cultura obtida em Caldo 
Infusão Cérebro Coração (BHI), para um tubo estéril 10X100mm. Adicionou-se ao 
tubo 0,5mL de cultura, 0,5mL de coagulase plasma EDTA (plasma de coelho com 
EDTA) previamente hidratado segundo o fabricante New Prov®, misturou-se com 
movimento de rotação, sem agitar os tubos para não interferir na coagulação, 
incubou-se a 35±2°C e observou-se periodicamente durante seis horas se há 
formação de coágulo. Ao observar os tubos, estes não foram agitados com objetivo 
de evitar o rompimento do coágulo. Ao final das seis horas, a leitura é feita da 
seguinte forma: formou-se um coágulo firme que não se rompeu quando o tubo foi 
virado para baixo, reação positiva de nível 4+, houve coagulação da maior parte do 
tubo, formando um coágulo grande e organizado, considerado reação positiva nível 
3+, houve formação de um pequeno coágulo organizado caracteriza reações 
positivas de nível 2+ ou 1+ respectivamente. As reações de nível 4+ ou 3+ são 
confirmativas da presença de S. aureus 
 
 
3.7.4 Métodos de análise de Clostrídios sulfito redutores a 46°C 
 
 
A técnica emprega a metodologia de semeadura em profundidade. Um 
volume de 1 mL das diluições decimais da amostra foi inserido em placas de Petri 
estéreis. A seguir, aproximadamente 15 mL de Agar Triptose Sulfito Cicloserina 
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(TSC) suplementado com solução a 4% de D-Cicloserina foi vertido sobre a amostra 
nas placas. O meio foi previamente fundido e resfriado a 45°C. A amostra e o meio 
de cultura foram homogeneizados com movimentos em oito. A secagem das placas 
foi aguardada e, posteriormente, a superfície dessas foi coberta com uma camada 
adicional de TSC (ABRAHÃO, 2008). 
Após completa solidificação da camada adicional, as placas foram incubadas 
em incubadora refrigerada Panasonic® modelo Mir-154/127L sem inversão a 46oC 
por 18 a 24 horas, em atmosfera anaeróbica. Para a obtenção da condição de 
anaerobiose atmosférica, foram utilizadas jarras com sistemas geradores de 
anaerobiose disponíveis comercialmente (ABRAHÃO, 2008). 
As placas contendo 20 a 200 colônias foram selecionadas e foi realizada a 
contagem das colônias negras, típicas de clostrídios sulfito redutores e de 
Clostridium perfringens em Agar TSC (ABRAHÃO, 2008). No caso do Agar TSC com 
gema de ovo, as colônias podem ou não apresentar halo de precipitação devido à 
reação de lecitinase com gema de ovo (SILVA, 2007). 
Cinco colônias típicas foram selecionadas e transferidas para o Meio de 
Tioglicolato (TGM). O meio contendo as colônias foi incubado a 46oC por 4 horas em 
incubadora refrigerada Panasonic® modelo Mir-154/127L. As colônias não puras 
foram purificadas por estrias em Ágar TSC (a partir do TGM) e novamente 
inoculadas no TGM antes da realização das provas bioquímicas (SILVA, 2007). 
 
 
3.7.4.1 Teste de fermentação da lactose e hidrólise da gelatina 
 
 
Os testes foram realizados em meio Meio de Lactose Gelatina (LGM). Uma 
alçada foi inoculada em tubos de LGM (previamente desaerados com fervura em 
Banho-Maria fervente com agitação Solab® modelo SL-155/22-8e choque térmico em 
gelo reciclável) e incubados em incubadora refrigerada Panasonic® modelo Mir-
254/240L a temperatura de 35-37oC por período de 24 a 48 horas. Foi observado se 
ocorreu a formação de bolhas e viragem ácida do indicador (vermelho de fenol), 
alterando a cor do meio de vermelha para amarela (fermentação de lactose positiva), 
ou se o meio permaneceu com a cor inalterada (fermentação de lactose negativa). 
Os tubos foram transferidos para geladeira e mantidos refrigerados por duas horas, 
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sendo observado se o meio permaneceu líquido (hidrólise de gelatina positiva) ou se 
adquiriu uma consistência firme (hidrólise de gelatina negativa). Clostridium 
perfringens fermenta lactose e hidrolisa gelatina (SILVA, 2007). 
 
 
3.7.4.2 Teste de redução do nitrato e teste de motilidade  
 
 
Com o auxílio de uma agulha, foi inoculada a cultura por picada, no centro 
de Agar Nitrato Motilidade (ANM) previamente desaerado, até uma profundidade 
distante 1 cm do fundo do tubo. Os tubos foram incubados em incubadora 
refrigerada Panasonic® modelo Mir-254/240L a 35-37°C por 24 horas e 
sequencialmente foi realizada leitura do teste de motilidade por meio da verificação 
da migração de células para regiões fora da linha de inoculação (motilidade positiva) 
ou se o crescimento permaneceu restrito à região da picada (motilidade negativa). 
Para realização do teste de redução do nitrato, foram adicionados aos tubos de 
cultura 0,1 mL de cada um dos reagentes (A = solução 0,8% de ácido sulfanílico; B = 
solução 0,5% de alfa naftol). Se o meio adquire cor vermelha, há indicativo da 
presença de nitrato, ou seja, teste negativo. Em caso negativo o meio fica da cor do 
reativo amarelo (SILVA, 2007). 
 
 
3.7.4.3 Expressão dos resultados 
 
 
Foram consideradas como culturas de Clostridium perfringens aquelas que 
apresentaram as seguintes características: fermentação da lactose (+), hidrólise da 
gelatina (+), redução do nitrato (+), motilidade (-). Caso alguma das reações se 
apresente atípica, adicionalmente foi verificada a capacidade de fermentação da 
rafinose (usualmente positiva) e da salicilina (usualmente negativa). A próxima etapa 
consistiu em calcular o número de UFC/g em função do número de colônias típicas, 






UFC/g = diluição x número de colônias típicas x porcentagem de colônias confirmadas dentre as 
suspeitas 
 
FIGURA 13 - EQUAÇÃO PARA CÁLCULO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLÔNIAS DE     
Clostridium perfrigens POR GRAMA DE PRODUTO. 
       FONTE: SILVA (2007) 
 
 
Resumidamente, esquematiza-se a técnica de contagem de Clostridium 




FIGURA 14 - TÉCNICA DE CONTAGEM DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS PELO MÉTODO DE   
SEMEADUADURA EM PROFUNDIDADE 
     FONTE: FDA (1995) 
     NOTA: TSC: AGAR TRIPTOSE SULFITO CICLOSERINA. 
 
 
Para a quantificação de clostrídios sulfito redutores foi utilizada a técnica de 
contagem direta em placas. Para isso, foram empregados os mesmos meios de 
cultura aplicados à contagem de Clostridium perfringens com incubação a 46°C 
durante 24 horas em condições anaeróbicas. A confirmação foi resumida à 
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coloração de Gram, sendo reconhecidas as culturas Gram positivas na forma de 
bastonetes (ANVISA, 2001). 
 
 
3.8 ASPECTOS ÉTICOS 
 
 
As análises sensoriais são realizadas com pessoas voluntárias, portanto, 
esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Setor 
de Ciências da Saúde da Universidae Federal do Paraná – CAAE: 
22206713.9.0000.0102. 
 
3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 
Os resultados da composição química, cor, TBARS e análise sensorial foram 
submetidos à análise de variância e comparação de médias utilizando o teste de 
Tukey ao nível de 5% de significância, empregando o módulo ANOVA – Aplicou-se, 
ainda, o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis que é semelhante à ANOVA, para 
o caso da não existência de uma das premissas (Gaussianidade e 
homocedasticidade). As premissas básicas do teste “t” foram verificadas aplicando-
se o teste da correlação (Manual do software MINITAB) para a Gaussianidade em 
cada nível do par e os testes F e de Levene para a homocedasticidade do software 
MINITAB (STATSOFT, 1995).  
  
40 
4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
 
4.1 OBTENÇÃO DE BIXINA 
 
 
A sementes frescas apresentaram umidade média de 73,48%±2,035, porém,  
após a desidratação esses valores foram reduzidos a 4,8%±0,6. Utilizando o 
solvente hexano obteve-se o extrato oleoso rendendo 6,59%, em um período de 8 
horas, superando o valor encontrado por Costa (2007) que obteve rendimento 
5,04%. Matos e colaboradores (1992) realizaram a extração de óleo fixo de algumas 
oleaginosas, dentre elas B. orellana, nas mesmas condições experimentais, porém 
por um período de 2 horas. O rendimento foi de 2,30%, resultado coerente com o 
encontrado, uma vez que o período de extração citado foi inferior ao utilizado neste 
trabalho.  
Na fração clorofórmica, ainda no momento da extração já se detectava a 
presença de cristais no fundo do balão. Após o término do processo, essa fração foi 
filtrada em funil de Buchner, obteve-se um rendimento 5,07% de cristais, superior ao 
encontrado por Costa (2007) 2,30%, esta diferença pode ser atribuída às diferentes 
variedades de Bixa orellana L., esses cristais se apresentaram brilhantes de 
coloração vermelho-púrpura, após 4 horas na estufa a 50°C foram armazenados em 
um frasco âmbar e conservados sob refrigeração. Análises realizadas anteriormente 
demonstram que esses cristais correspondem à bixina, principal constituinte do 
corante (BARBOSA FILHO et al., 1998; SILVA, 2000; e COSTA, 2007). 
Um fator que pode ser observado durante as extrações foi descoloração das 
sementes durante o processo. Após a extração com hexano, as sementes ainda 
permaneciam bastante vermelhas e a fração hexânica apresentava coloração 
vermelho-alaranjada. Posteriormente a fração clorofórmica apresentou cor vermelho 
intensa, enquanto as sementes após a extração estavam praticamente desprovidas 
de cor demonstrando o êxito do processo de extração.  
 
 
4.2 IDENTIFICAÇÃO DA BIXINA E SAL DE BIXINA 
 
41 
Os cristais obtidos da fração clorofórmica apresentaram ponto de fusão igual 
a 195ºC, correspondendo ao valor encontrado em estudos para a bixina (SILVA, 
2000; OLIVEIRA, 2005; COSTA, 2007).  
O espectro da bixina de IV (FIGURA 15) observam-se sinais em 1614 cm
-1
, 
correspondente a banda referente à carbonila ligação –C=O, presença de uma 
banda extensa em 1716.64 característica do grupo funcional éster da bixina, na 
síntese do sal de bixina pode-se observar uma banda larga na região entre 3000 e 
3500 correspondente ao sinal do grupamento ácido -COOH aumentando a 
polaridade da molécula (FIGURA 16), na região 3151.00 notou-se a presença de um 
grupamento -H-C= (alqueno) presente na molécula. Esses grupamentos estão 
presentes na estrutura química do corante bixina, os mesmo encontrados por 
Oliveira (2005) e Costa (2007). 
 
 
FIGURA 15 - ESPECTRO NO INFRAVERMELHO DA BIXINA 
                  FONTE: A autora (2014) 
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FIGURA 16 - ESPECTRO NO INFRAVERMELHO DO SAL DE BIXINA 
                      FONTE: A autora (2014) 
 
O espectro de RMN de ¹H para o cristal isolado da fração clorofórmica 
analisada (FIGURA 17 e TABELA 2) apresentou sinais de deslocamento químico 
entre 1,92 -1,98 ppm que correspondem ao próton das metilas ligadas aos carbonos 
vinílicos, um singlete em 3,70 ppm que corresponde a metoxila do grupamento éster 
e dois pares de dubletos 5,83 / 7,27 e 5,94 / 7,89 ppm atribuídos respectivamente a 
Hα / Hβ aos grupos carboxílicos do ácido livre e do éster. Apresentou multipletos 
entre 6,45 a 6,87 ppm. 
O espectro de RMN de ¹³C  apresentou  sinais  de deslocamento  químico  
em  166,77  e  167,69  ppm  referentes  aos  carbonos  das carbonilas  de  ácido  e  
éster,  respectivamente.  Foi verificado ainda sinal de deslocamento em 51,29 ppm 
referente ao carbono da metoxila do éster. Na região de 117,17 a 148,06  ppm  
observou-se  multiplicidade  de  sinais  correspondentes  aos carbonos  sp 2   da  
cadeia  vinílica  e  na  região  entre  12,37  - 19,81  ppm  os  sinais  de deslocamento 
de Carbonos das metilas ligadas aos carbonos vinílicos (FIGURA 18 e TABELA 2).  
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FIGURA 17 - ESPECTRO DE RMN 
13
C DO CRISTAL (600MHz, DMSOd6) 
                      FONTE: A autora (2014) 
 
 
FIGURA 18 - ESPECTRO DE RMN 
1
H DO CRISTAL (600MHZ, DMSOd6) 
                      FONTE: A autora (2014) 
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1 167,9 167,8 167,8 167,7  - 
2 117,3 117,2 117,2 117,2 5,94 5,83 
3 131,2 131,2 131,2 148,1  7,26 
4 148,2 148,2 148,2 133,3 7,27 - 
5 131,4 131,4 131,4 131,2  6,80 
6 140,6 140,6 140,6 140,5  6,53 m 
           7  138,0 138,0 138,0 137,9  6,49 
8 139,0 139,1 139,1 136,6  - 
9 134,6 134,5 134,5 134,4  6,45 
10 133,4 133,4 133,4 131,3   6,80 
11 131,3 131,3 131,3 131,1  6,80 
12 134,7 134,7 134,7 134,6  6,45 
13     - 136,7 136,7 136,6  - 
14 136,7 136,7 136,7 138,9  6,63 
15 123,1 123,1 123,1 123,1  6,87 
16 124,8 124,8 124,8 124,7  6,70 
17 140,0 139,9 139,9 141,3 7,89  
18 141,5 141,4 141,4 139,8  7,89 
19 117,7 117,6 117,6 117,6 5,83 5,94 
20 166,9 166,9 166,9 166,8  - 
21 51,4 51,4 51,4 51.3 3,70 3,7 
22 19,9 19,9 19,9 19,8 1,92 – 1,98 1,93 
23 13,9 12,6 12,6 12,6 1,92 – 1,98 1,99 
24 12,7 12,5 12,5 12,5 1,92 – 1,98 1,97 
25 12,6 12,4 12,4 12,4 1,91 – 1,98 1,92 
 a 
OLIVEIRA, J.S. Purificação de compostos de urucum por processo adsortivo, Florianópolis, 
2005, 185f. Tese (doutorado em Eng
a 
Química), UFSC.                                                                                                
  
b
COSTA, C.K. Estudo fitoquímico de Bixa orellana, Bixacea e aplicação de oleo em formulação 
cosmética, Curitiba, 2007. 98f. Dissertação (Mestrado em Ciências Farmacêuticas), UFPR.                                                                                                         
c
 GOLIN, Teor de bixina em duas variedades de Bixa orellana L.cultivadas no Paraná ,2013                                     
d
 Medidas feitas observando-se o núcleo de 
1
H a 600 MHz e  
13 




No presente estudo foi obtido bixina com alto teor de pureza através de 
cristalização e os cristais formados apresentaram formas geométricas irregulares, 
alongadas e prismáticas. O método utilizado mostrou ser simples e de baixo custo. 
 
 
4.2.1 Síntese do sal de bixina e identificação por CLAE 
 
 
A síntese do sal de bixina com hidróxido de potássio proporcionou maior 
polaridade para molécula e coloração vermelha intensa atingindo o objetivo 
esperado, diferente da norbixina com coloração alaranjada, o que poderia influenciar 
negativamente a aceitação pelo consumidor.  
Foi observado nos cromatogramas (FIGURA 15), primeiramente o tempo de 
retenção da bixina (1), em seguida do sal de bixina (2). Pode-se observar que o sal 
de bixina obteve tempo de retenção menor que a bixina no cromatograma, podendo 
ser justificado pela maior polaridade da molécula (RIOS; MERCADANTE, 2004; 
OLIVEIRA, 2007; NOPPE  et al., 2009). 
 
FIGURA 15 - CROMATOGRAMAS BIXINA (1), SAL DE BIXINA (2) 
                   FONTE: A autora (2014) 
 
Bixina (1) 
Sal de bixina (2) 
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Como esperado, para coluna de fase reversa C18, o sal de bixina eluiu antes 
que a bixina com um grupo ácido e outro éster. Além disso, o λ maxímo do sal de 
bixina obtido no presente trabalho apresentou um pequeno deslocamento 
hipsocrômico de 0,99 nm para menor intensidade o sal de bixina quando comparado 
com a bixina, parecidos com os relatados por Scotter e colaboradores (1998) e Rios 
(2004), ou seja, de 462.65 para 461.66 nm (FIGURA 16 e 17).  A bixina e o sal de 
bixina apresentaram 99,9% de pureza, observada no UV com detector de arranjo de 
fotodiodo (ANEXO 4). 
Rios e Mercadante (2004) isoloram a norbixina com pureza de 93% e 
presença de outros compostos, provavelmente isômeros, identificou o 9-cis, 9’-cis-
6,6’-diapocaroteno-6,6’-dioato (9’-cis-norbixina) pois apresentou deslocamento 
hipsocrômico de 5-6 nm em relação à norbixina, diminuição da estrutura fina e 
aumento da intensidade do pico cis, da mesma forma que a 9-cis-bixina em relação 
à bixina. 
 
FIGURA 16 – ESPECTRO ULTRAVIOLETA DA BIXINA 
                       FONTE: A autora (2014) 
 
A cromatografia líquida de alta eficiência apresenta-se como solução para 
aquelas análises que envolvem riscos de decomposição fotoquímica e por oxidação 





na separação de bixina (OLIVEIRA, 2005). Rousseff (1988) desenvolveu e otimizou 
um processo analítico para determinação de pigmentos de urucum e cúrcuma 
presentes em corantes alimentícios. Esta técnica analítica reduz os efeitos de 
decomposição, visto que o tempo decorrido para a separação é reduzido e o 
processo se desenvolve no interior da coluna, na ausência de luz e em um solvente 
desgaseificado. A cromatografia líquida, pelas características mencionadas tem sido 
a técnica mais indicada para análise destes produtos. 
 
 
FIGURA 17 – ESPECTRO ULTRAVIOLETA DO SAL DE BIXINA  
                       FONTE: A autora (2014) 
 
 




Os resultados da composição centesimal da amostra de patinho traseiro 
bovino (Vastus lateralis) realizadas com repetição de cinco vezes (TABELA 3) 
encontrados na matéria-prima cárnea mostram que a umidade encontrada foi 
73,84%, proteína 21,02%, lipídios 1,15%, a matéria mineral dos cortes constatou-se 
que o teor de cinzas 1,093%, coincide com a literatura do Núcleo de Estudos e 











 Matéria prima Reestruturado 
Umidade Média±DP* 
 
73,84 ± 1,75 
 
73,08 ± 0,57 
 Proteína Média±DP* 
 
21,02 ± 1,41 
 
17,97 ± 0,78 
 Lipídios Média±DP* 1,15 ± 0,17 
 
1,31 ± 0,20 
 Cinzas Média±DP* 
 
1,09 ± 0,07 
 
2,56 ± 0,08 
pH Média±DP* 
 
5,66 ± 0,09 5,79 ± 0,12 
FONTE: A autora (2014) 
NOTA: *Valores médios de análises com repetição de cinco vezes ± desvio padrão.  
 
 
O pH post mortem da carne é determinado pela quantidade de ácido lático 
produzido a partir do glicogênio durante a glicólise anaeróbica e isso pode ser 
impedido se o glicogênio for consumido pela fadiga, inanição ou pelo medo do 
animal antes do abate. Uma vez que o pH é um importante determinante do 
desenvolvimento microbiano, o pH final da carne é significativo para sua resistência 
à deterioração. A maior parte das bactérias crescem em pH em torno de 7,0, abaixo 
de 4,0 ou acima de pH 9,0 encontram resistência para se proliferar, mas o pH para o 
crescimento bacteriano é determinado pela operação simultânea de outras variáveis 
além do grau de acidez ou da alcalinidade propriamente dita.  Dependendo da 
adoção de cuidados no período que antecede ao sacrifício (descanso, jejum, 
estresse) e das transformações subseqüentes, a carne bovina fresca tem seu pH 
entre 5,3 e 6,5 (PRICE; SCHWEIGERT, 1976). A alteração da carne se dará tanto 
mais rapidamente quanto mais elevado for o pH (PARDI, 2001). Um pH 
elevado  pode resultar em retenção de água maior e vida de prateleira mais curta do 
que as carnes de pH "normal" (ABULARACH; ROCHA; FELICIO, 1998).  
O pH afeta a estabilidade de muitos corantes naturais da mesma forma que 
a presença de determinados íons metálicos com reconhecidas características 
catalíticas, como ferro, alumínio, cobre ou mesmo magnésio, cuja ação catalítica é 
menor. Estes catalisadores podem aumentar a taxa de decomposição de alguns 
pigmentos, acarretando a perda de coloração. Os carotenoides particularmente são 








Ao término do processamento os níveis residuais de nitrito foram reduzidos a 
aproximadamente 2/3 da concentração original utilizada e após 7 dias de 
armazenamento congelado (-16ºC) os níveis de nitrito já haviam se reduzido 
aproximadamente à metade. Nas análises realizadas entre o 30° e 60° dias de 
armazenamento foram verificadas apenas traços do nitrito utilizado (TABELA 4). A 
concentração de nitrito necessária para as aplicações tecnológicas em produtos 
cárneos varia entre 30 e 50ppm para o desenvolvimento de cor, entre 20 e 40ppm 
para desenvolvimento de aroma, entre 80 e 150ppm para o efeito conservante 
(MÜLLER, 1991) e entre níveis de 20 e 50ppm para o efeito antioxidante (LÜCKE, 
2000; TERRA, 2006).  
 
TABELA 4 – NITRITO RESIDUAL NAS AMOSTRAS CÁRNEAS REESTRUTURADAS 
FORMULADAS COM SAL DE BIXINA 
 
   Tempo em dias   






 MP - - - - - 
 CTRL - - - - - 
 BIX - - - - - 
 BIXNIT 75ppm 43,25 30,62 ND ND 
 NIT 150ppm 101,89 63,29 ND ND 
FONTE: A autora (2014)  
NOTA: n=3. Tempo “0” = término do processo. MP= matéria prima; CTRL=controle; BIX =(500ppm sal 




Segundo Price e Schweigert (1971), quando o nitrito é adicionado a uma 
carne nestas condições, a primeira reação que ocorre é a oxidação dos pigmentos 
para metamioglobina que precisa então ser reduzida e combinada com o óxido 
nítrico para formar o pigmento final desejado, a nitrosomioglobina. Ainda, segundo 
estes autores, parece haver várias alternativas nas quais a metamioglobina pode ser 
convertida ao pigmento curado. A metamioglobina pode combinar-se diretamente 
50 
com o óxido nítrico para formar a nitrosometamioglobina, que deve então ser 
reduzida para formar a nitrosomioglobina. 
Em adultos sadios, os nitratos e nitritos são absorvidos pelo trato 
gastrintestinal, sendo o nitrato rapidamente excretado por via renal. Os nitritos, por 
sua vez, se combinam com a hemoglobina, transformando-a em metahemoglobina, 
por processo de oxidação do íon ferroso a íon férrico no complexo porfirínico. A 
metahemoglobina (MetHb) é incapaz de transportar oxigênio, mas a enzima NADH-
Metahemoglobina-redutase (NADH-diaforase) presente nos eritrócitos converte-a 
novamente em hemoglobina. Desta forma, quando os níveis de exposição ao nitrito 
são baixos, a formação de MetHb é reversível, sendo catalisada pela enzima NADH-
Metahemoglobina-redutase. Entretanto, quando o nível de exposição é elevado, o 
sistema de redução é saturado resultando em aumento da concentração de MetHb 
no sangue. Níveis de MetHb em torno de 10% podem produzir cianose 
assintomática, e níveis entre 20 e 30%, podem acarretar o aparecimento de cianose 
com sinais de hipóxia, astenia, dispnéia, cefaléia, taquicardia e inconsciência. 
Concentrações em níveis superiores a 50% podem ser fatais. A população infantil, 
em particular os lactentes com idade inferior a três meses, é a mais susceptível à 
metahemoglobinemia (WHO, 1978; JAFFÉ, 1981; CORTAS; WAKID. 1991; 
McKNIGHT et al., 1999; DUARTE, 2010). 
Embora a metahemoglobinemia seja, em princípio, um importante problema 
que acompanha a ingestão dos sais de cura, a formação de nitrosaminas in vivo 
tornou-se um assunto de extrema importância devido ao fato destes compostos 
possuírem possíveis efeitos carcinogênicos (ARCHER, 2002; ANDRADE, 2004; 
DUARTE, 2010). 
As nitrosaminas requerem ativação metabólica para exercerem sua ação 
carcinogênica, resultando em compostos que podem alquilar sítios nucleofílicos do 
DNA, RNA e proteínas (MAGEE e BARNES, 1967). Estudos epidemiológicos 
sugerem que a excessiva ingestão de agentes nitrosantes e a formação intragástrica 
de N-nitrosaminas possam estar associadas com um alto risco de câncer gástrico, 
hepático e de esôfago (JÄRGESTAD; SKOG, 2005; DUARTE, 2010). Fatores 
protetores, tais como adição de ácido ascórbico e α-tocoferol aos alimentos são 
conhecidos como inibidores da formação de compostos N-nitrosos (MIRVISH, 1994; 
TERRY et al.,  2001; DUTRA; RATH; GUILLERMO REYES REYES, 2008; DUARTE, 
2010). No Brasil, além de não existir um monitoramento para avaliar a presença de 
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nitrosaminas em alimentos, não existe uma legislação específica (DUTRA; RATH; 
GUILLERMO REYES REYES, 2008).   
 
 
4.5 OXIDAÇÃO LIPÍDICA – TESTE DE TBARS 
 
 
A recuperação do malonaldeído obtida conforme a metodologia no processo 
de destilação foi 96% e fator de correção encontrado foi de 4,67. Como esperado, os 
menores níveis de oxidação foram verificados nas amostras contendo nitrito de 
sódio, durante todo o período de armazenamento as peças cárneas tratadas com sal 
de cura apresentaram-se aproximadamente entre 2,5 (término do processamento) e 
4,3 vezes (60º dia de armazenamento) menos oxidadas em relação ao controle 
(TABELA 5).  
Vários estudos têm demonstrado a reconhecida ação antioxidante do nitrito 
em produtos cárneos. O tratamento de amostras de produtos cárneos com NaNO2 
não apenas retarda a oxidação lipídica, como inibe o desenvolvimento do aroma de 
requentado (YOUSSEF et al., 2003; ROCHA GARCIA et al.,  2003). A utilização de 
NaNO2 no processamento de produtos cárneos  foi efetiva no controle da oxidação 
lipídica, reduzindo os níveis de  Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 
(TBARS), (0,39 mg/kg amostra) para cerca de metade do observado no controle que 
apresentou 0,72 mg TBARS/kg amostra (YOUSSEF et al., 2003; 2011). Em 
amostras de presunto de peru avaliadas durante 11 dias de armazenamento a 2ºC, o 
nitrito de sódio em concentrações superiores a 52 ppm, proporcionou significativa 
redução do valor de TBARS (HASIAK et al., 1984). 
Um estudo que avaliou o efeito do tempo de armazenamento (120 dias), 
concentração de nitrito (50 e 150 ppm), quantidade de gordura (10 e 20%) e 
tratamento térmico  sobre a oxidação de hambúrgueres demonstrou, como 
esperado, o desenvolvimento da oxidação ao longo do armazenamento, o aumento 
proporcional da oxidação segundo maior presença de lipídios e a ação antioxidante 
do nitrito segundo a concentração de uso, no entanto, não foi evidenciado o efeito do 




TABELA 5 - EFEITO DA SUBSTITUIÇÃO DO NITRITO POR SAL DE BIXINA SOBRE A OXIDAÇÃO 
LIPÍDICA EM PRODUTO REESTRUTURADO “CRU”  
 
  Tempo em dias 
mg/TBARS/Kg 





































FONTE: A autora, (2014)  
NOTA: n=8. Tempo “0” = término do processo. MP= matéria prima; CTRL= controle; BIX = (500ppm 
sal de bixina); BIXNIT=(250ppm sal de bixina:75ppm NaNO2 );  NIT=(150ppm NaNO2). 
a, b, c, d Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa em nível de 5% 
(p<0,05). A,B,C,D  Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa em nível 
de 5% (p<0,05) 
(%) Percentual de proteção à oxidação lipídica. 
 
Considerando a necessidade de uso de antioxidante e tentando evitar as 
atividaes cancerígenas, mutagênicas e genotóxicas provenientes das nitrosaminas 
(WHO, 1978; WALTERS, 1992; ARAÚJO; RODRIGUES, 2008), a substituição de 
nitrito por antioxidantes naturais são alvo do presente trabalho. Esta proposta tem 
sido uma alternativa investigada por diversos pesquisadores (ZARRINGHALAMI; 
HAMIDI-ESFEHANI, 2009; BENEDETTI et al., 2011; CASTRO, 2011; BISWAS; 
CHATLI; SAHOO, 2012). 
O sal de bixina, exceto no início do processo (tempo 0), apresentou efeito 
antioxidante inferior ao proporcionado pelo nitrito, porém, em relação ao controle, 
durante todo o período avaliado proporcionou ação antioxidante significativa 
(p<0,05). Ao final do período de armazenamento, comparando à rancidez no 
controle, o nitrito (150 ppm) evitou 75% da oxidação, quando este foi parcialmente 
substituído (75 ppm) pelo sal de bixina (250ppm) esta proteção foi reduzida a 
aproximadamente 67% (p<0,05 ), enquanto, a substituição total do nitrito (0 ppm) 
pelo sal do carotenoide (500 ppm) evitou próximo de 30% da oxidação (p<0,05). A 
atividade antioxidante do urucum, ainda que não na forma de sal de bixina, foi 
observada em outros produtos cárneos, como salsichas (MERCADANTE et al., 
2010; ZARRINGHALAMI, 2009) e hambúrgueres (CASTRO, 2011). 
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Extrato de urucum foi estudado sobre o controle da oxidação lipídica em 
hambúrgueres elaborados com peito de frango (Pectoralis major) durante o 
processamento térmico e armazenamento. A quantificação de malonaldeído (MDA) 
demonstrou que o uso deste aditivo inibe a oxidação lipídica em amostras grelhadas 
e armazenadas durante 120 dias a -18ºC. A associação do urucum e vitamina E 
apresentou um efeito protetor, quando utilizados associados, durante o período de 
armazenamento desses produtos (FREITAS CASTRO, 2008) 
Colorífico produzido com urucum foi utilizado em cortes de frango 
(0,4g/100g) comparando amostras cruas e grelhadas. O efeito antioxidante 
observado sugere que a vitamina E, atua juntamente com bixina impedindo a 
oxidação lipídia. As amostras grelhadas e amostras cruas tratadas com o colorífico 
não apresentaram resultados diferentes (p>0,5) entre si em relação aos níveis de 
TBARS (CASTRO et al., 2011). No colorífico temos a presença dos tocotrienóis 
descritos por Costa (2007) atuando como antioxidantes, sendo que colorífico 
produzido no Brasil é uma mistura da semente inteira triturada juntamente com 
farinha de fubá e óleo de soja (FRANCO, 2008). 
  
 
4.6  AVALIAÇÃO DA COR 
 
 
4.6.1 Efeito da substituição de nitrito por sal de bixina sobre a cor em produtos 
reestruturados 
 
A avaliação da luminosidade (L*) nos produtos cárneos reestruturados 
frescais, de forma geral, demonstrou que a presença do sal de bixina reduz a 
luminosidade das amostras (TABELA 6). A substituição total (BIX) ou parcial do 
nitrito (BIX/NIT) proporcionou produtos menos claros quando comparados ao 
controle ou formulação contendo apenas nitrito (NIT). O tempo de armazenamento 
também promove a redução da luminosidade nas amostras, em praticamente todos 
os tratamentos houve significativa redução nos valores de (L*) durante os 30 
primeiros dias iniciais, seguindo-se pela estabilização deste parâmetro. 
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TABELA 6 - EFEITO DA SUBSTITUIÇÃO DO NITRITO POR SAL DE BIXINA SOBRE A 
LUMINOSIDADE (L*) EM CARNES REESTRUTURADAS “CRUAS”  
 
  Tempo dias  





























FONTE: A autora, (2014)  
NOTA: n=8. Tempo “0” = término do processo. MP = matéria prima; CTRL = controle; BIX = (500ppm 
sal de bixina); BIXNIT =  (250ppm sal de bixina:75ppm NaNO2 );  NIT = (150ppm NaNO2).  
A - D Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa em nível de 5% 
(p<0,05).  
a - d Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa em nível de 5% 
(p<0,05). 
 
Nas amostras reestruturadas grelhadas as amostras CTRL e NIT 
mostraram-se mais impactante à luminosidade (L*) quando comparada aos sais de 
bixina. Durante os 60 dias de armazenamento, os menores valores de (L*) foram 
verificadas nas amostras onde houve substituição parcial (BIXNIT) e substituição 
total (BIX) do nitrito, inferior inclusive ao observado no controle. Houve significativa 
redução da luminosidade durante o armazenamento indicando o escurecimento das 
amostras, situação acompanhada do desenvolvimento da oxidação em todas as 
amostras (item 4.5). Nas amostras formuladas, sem a presença de bixina (CTRL e 
NIT) as diferenças foram observadas já após 30 dias de armazenamento (TABELA 
7). 
 
TABELA 7 - EFEITO DA SUBSTITUIÇÃO DO NITRITO POR SAL DE BIXINA SOBRE A 
LUMINOSIDADE (L*) EM CARNES REESTRUTURADAS “GRELHADAS” 
 
  Tempo dias  





























FONTE: A autora, (2014)  
NOTA: n=8. Tempo “0” = término do processo. MP = matéria prima; CTRL = controle; BIX = (500ppm 
sal de bixina); BIXNIT =  (250ppm sal de bixina:75ppm NaNO2 );  NIT = (150ppm NaNO2).  
A - D Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa em nível de 5% 
(p<0,05). 




Estudo avaliando a cor de amostras de carne ovina embaladas a vácuo não 
identificou variações significativas nos valores de L*, a* e b* (p>0,05) durante os 28 
dias de armazenamento (FERNANDES et al., 2012). Por ser o vácuo um parâmetro 
de controle para rancidez, verifica-se uma potencial relação entre o escurecimento 
das amostras e o desenvolvimento da oxidação de lipídios e dos pigmentos 
responsáveis pela cor nos produtos cárneos. 
De forma complementar, o uso de condições que minimizam a oxidação, 
como frio e antioxidante, promove estabilidade dos parâmetros de cor. Pesquisas 
realizadas com músculos Longissimus lumborum de cordeiros suplementados com 
vitamina E demonstraram que os parâmetros de cor não foram afetados durante 12 
dias de armazenamento a 4ºC (STROHECKER et al., 1997). 
Amostras contendo apenas (NIT) apresentaram os menores valores de a*, 
durante o armazenamento. A cor vermelha se mostrou inferior inclusive ao controle 
(TABELA 8). O nitrito de sódio não é um corante adequado para produtos cárneos 
frescais, a ligação do NO provido pelo nitrito à mioglobina fornece a cor vermelha 
característica dos produtos cárneos, no entanto, está reação é precedida pela 
oxidação do ferro presente no anel porfirínico, uma alteração que promove o 
escurecimento das carnes et al., 2004). Tratamentos como salga ou 
cocção favorecem a interação da mioglobina com o nitrito e cor vermelha, no 
entanto, em produtos frescais persiste a cor marrom. O uso combinado de nitrito e 
antioxidantes como o eritorbato de sódio também de mostrou efetivo para promover 
aumento do parâmetro a* em produtos cárneos (TRINDADE et al., 2008)  
A substituição do nitrito de sódio por sal de bixina favoreceu a cor vermelha 
nas amostras cárneas cruas. Amostras contendo bixina apresentaram elevação do 
parâmetro a* conforme a maior concentração utilizada desse sal (BIX>BIXNIT) e não 
houve redução dessa coloração durante os 60 dias de avaliação (TABELA 8). Em 
relação ao controle, as amostras contendo sal de bixina apresentaram praticamente 
o dobro do parâmetro a* durante toda vida de prateleira. No 60º dia de 
armazenamento foi verificado o valor 8,24 de a* para CTRL, enquanto os 
tratamentos BIX e BIXNIT alcançavam médias 16,66 e 15,51, respectivamente, 




TABELA 8 - EFEITO DA SUBSTITUIÇÃO DO NITRITO POR SAL DE BIXINA SOBRE A COR 
VERMELHA (a*) EM CARNES REESTRUTURADAS “CRUAS”  
 
  Tempo dias  





























FONTE: A autora, (2014)  
NOTA: n=8. Tempo “0” = término do processo. CTRL = controle; BIX = (500ppm sal de bixina); 
BIXNIT = (250ppm sal de bixina:75ppm NaNO2 );  NIT = (150ppm NaNO2).  
A - D Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa em nível de 5% 
(p<0,05). 
a - d Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa em nível de 5% 
(p<0,05). 
 
Diferente deste estudo onde se isolou a bixina e se procedeu a conversão 
em um sal, Zarringhalami e colaboradores (2009) avaliaram a estabilidade da cor em 
salsichas, formuladas com 55% e 70% de carne, e variáveis concentrações de nitrito 
e pó de urucum (1% norbixina). As amostras foram mantidas sob refrigeração a 4 ºC 
por 2, 10, 20 e 30 dias. Observou-se que a adição de urucum em salsichas, seja 
com 55% ou 70% de carne, proporcionou aumento dos atributos de cor amarelo b* e 
vermelho a*. Os resultados indicam que o urucum pode ser um possível substituto 
do nitrito quando o objetivo é tornar a coloração do produto mais intensa ou ainda 
para minimizar os níveis de nitrito e conseqüente formação de nitrosaminas. Os 
resultados demonstraram ainda a estabilidade da coloração vermelha atribuída pelo 
urucum por pelo menos 30 dias de armazenamento, conforme foi observado por 
Chaudry (2003), em que o urucum se mostrou estável frente ao calor, luz e oxidação 
de matrizes alimentares constituídas de carboidratos ou proteínas. 
Nas amostras grelhadas, a presença do sal de bixina novamente favoreceu 
o desenvolvimento da coloração vermelha não sendo verificadas reduções 
significativas entre o início e termino do tempo de prateleira (TABELA 9). No entanto, 
o calor favorece a interação entre os derivados do nitrito e mioglogina e, diferente do 
produto frescal, também promove cor vermelha ainda que inferior (p<0,05) ao sal de 
bixina. No início do armazenamento, enquanto tratamento BIX apresentou média 
próxima a 17,0, NIT manteve-se em 10,4 aproximadamente. 
O urucum é comumente utilizado como extrato aquoso ou pó obtido de 
sementes e se caracteriza pela presença de norbixina, um pigmento que encontra 
solubilidade em água e apresenta coloração alaranjada (KELLY, 1996; 
MERCADANTE et al.,  1997; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; RIOS; MERCADANTE, 
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2004; OLIVEIRA, 2005). A atuação dos urucum e seus derivados como corante é 
prevista inclusive pela legislação (BRASIL, 1998), no entanto, são aplicações 
diferentes do objetivo deste trabalho onde se investiga o isolamento da bixina, sua 
conversão em sal e conseqüente solubilidade em água e capacidade de atuar como 
antioxidante e corante vermelho.  
 
 
TABELA 9- EFEITO DA SUBSTITUIÇÃO DO NITRITO POR SAL DE BIXINA SOBRE A COR 
VERMELHA (a*) EM CARNES REESTRUTURADAS “GRELHADAS”  
 
  Tempo dias  





























FONTE: A autora, (2014)  
NOTA: n=8. Tempo “0” = término do processo. CTRL = controle; BIX = (500ppm sal de bixina); 
BIXNIT = (250ppm sal de bixina:75ppm NaNO2 );  NIT = (150ppm NaNO2).  
A - D Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa em nível de 5% 
(p<0,05). 
a - d Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa em nível de 5% 
(p<0,05). 
 
O sal de bixina além de prover a cor vermelha também se mostrou promotor 
da cor amarela em amostras cruas (TABELA 10). Durante o período de 
armazenamento as amostras contendo bixina apresentaram valores maiores para b* 
quando comparadas ao tratamento NIT ou CTRL e se verificou a estabilidade da cor 
provida pelo sal de bixina durante os 60 dias de armazenamento.  
 
TABELA 10 - EFEITO DA SUBSTITUIÇÃO DE NITRITO POR SAL DE BIXINA SOBRE A COR 
AMARELA (b*) EM CARNES REESTRUTURADAS “CRUAS” 
 
  Tempo dias  





























FONTE: A autora, (2014)  
NOTA: n=8. Tempo “0” = término do processo. MP= matéria prima; CTRL=controle; BIX =(500ppm sal 
de bixina); BIXNIT=(250ppm sal de bixina:75ppm NaNO2 );  NIT =(150ppm NaNO2).  
A - D Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa em nível de 5% 
(p<0,05). 




Em relação ao parâmetro b* das amostras grelhadas, no início do 
armazenamento enquanto as amostras contendo bixina (BIX ou BIXNIT) 
apresentavam média próxima a 22 para esse parâmetro, o CTRL ou NIT limitava-se 
a valores próximos a 11, indicando uma menor tendência ao amarelo. Novamente o 
sal de bixina se mostrou estável durante o período de armazemento e novamente, 
em nenhum tratamento se verificou redução da coloração amarela durante os 60 
dias de armazenamento (TABELA 11). 
 
TABELA 11 - EFEITO DA SUBSTITUIÇÃO DE NITRITO POR SAL DE BIXINA SOBRE A COR 
AMARELA (b*) EM CARNES REESTRUTURADAS “GRELHADAS” 
 
  Tempo dias  





























FONTE: A autora, (2014)  
NOTA: n=8. Tempo “0” = término do processo. CTRL = controle; BIX = (500ppm sal de bixina); 
BIXNIT = (250ppm sal de bixina:75ppm NaNO2 );  NIT = (150ppm NaNO2).   
A - D Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa em nível de 5% 
(p<0,05).  
a - d Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa em nível de 5% 
(p<0,05). 
 
Uma das grandes preocupações que acompanham os aditivos naturais 
refere-se à instabilidade durante o período de armazenamento. A avaliação da 
estabilidade de cor em salsichas demonstrou que os pigmentos naturais zeaxantina, 
norbixina, caroteno e licopeno após 45 dias de armazenamento a 4°C, apresentaram 
perda da coloração vermelha devido à suscetibilidade à ação oxidante do oxigênio. 
No entanto, em teste sensorial, essa alteração de cor não foi identificada, recebendo 
a observação de “muito agradável” por panelistas, mesmo após 45 dias de 
armazenamento a 4 ºC (MERCADANTE, 2010). 
O efeito antioxidante da vitamina E e o uso de embalagens com varias 
condições de atmosfera modificada foram comparados quanto a estabilidade da cor 
em produtos cárneos congelados durante 18 dias. A redução das concentrações de 
oxigênio e a presença de vitamina E foram efetivos para preservar a cor dos 
produtos cárneos durante o armazenamento (FREITAS CASTRO, 2008). Sant'Anna 
e colaboradores (2013), em uma revisão sobre pigmentos naturais em alimentos, 
sugerem que o monitoramento de cores poderia ser uma abordagem útil para o 
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controle em tempo real da qualidade das unções tecnológicas desempenhadas por 
pigmentos naturais (NASSU et al., 2012). 
 
 
4.7 ANÁLISE SENSORIAL VISUAL 
 
 
4.7.1 Testes de ordenação de preferência 
 
 
A análise sensorial visual do produto cru demonstrou que, durante o período 
de armazenamento amostras contendo apenas nitrito de sódio (NIT), foram menos 
aceitas (p<0,05) quando comparadas ao controle ou tratamentos com sal de bixina. 
Ao término do processo, nas amostras apresentadas cruas, NIT (47) foi superado 
por BIX (75) ou BIXNIT (91) e inclusive por CTRL (97). Ao termino do período 
avaliado, este comportamento foi mantido e novamente NIT (45) foi preterido 
(p<0,05) em relação à BIX (83), BIXNIT (80) ou CTRL (82) (TABELA 12).  
Amostras cárneas frescais contendo nitrito apresentam coloração marrom 
devido à oxidação do ferro ao estado férrico (Fe3+). Quando aproximadamente 50% 
da mioglobina encontram-se na forma de metamioglobina, a cor da carne torna-se 
inaceitável para a maioria dos consumidores (RICKERT et al., 1957;  YOUSSEF et 
al.,  2003). Amostras cruas formuladas apenas com nitrito (NIT) apresentaram os 
menores valores de preferência e também menores (p<0,05) intensidade da cor 
vermelha (parâmetro a*) quando comparadas aos tratamentos com sal de bixina 
(TABELAS 8 e 9). 
 
TABELA 12 - PREFERÊNCIA DOS CONSUMIDORES PELA COR DE PRODUTOS CÁRNEOS 
REESTRUTURADOS “CRUS” COM SUBSTITUIÇÃO DE NITRITO DE SÓDIO POR 
SAL DE BIXINA 
  Tempo dias  
 0 30 60 
 CTRL 97abc 96ab 82abc 
 BIX 91bc 85bc 83bc 
BIXNIT 75c 70cd 80c 
  NIT  47d 49d 45d 
FONTE: A autora (2014)  
NOTA: n=30. Tempo “0” = término do processo. CTRL =  controle; BIX = (500ppm sal de bixina); 
BIXNIT=  (250ppm sal de bixina:75ppm NaNO2);  NIT  = (150ppm NaNO2).  
a, b, c, d Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa em nível de 5% 
(p<0,05). As amostras onde a diferença entre as somatórias for maior que 26 (continua) 
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apresentam entre si diferença estatística em nível de 5% de significância. As amostras onde 
a diferença entre as somatórias for maior que 32 apresentam entre si diferença estatística 
em nível de 1% de significância.  
 
 
A análise sensorial visual das amostras grelhadas (TABELA 13) 
demonstrou que amostras tratadas com nitrito de sódio foram menos aceitas pelo 
consumidor (p<0,05). Enquanto a aceitação de NIT variou de 48 a 51, durante o 
armazenamento, para BIX e BIXNIT estes valores variam de 88 a 91 e 66 a 91, 
respectivamente. No produto grelhado, a cor provida pelo nitrito novamente não 
satisfez o consumidores, porém, diferente do produto frescal (onde o sal de cura 
acentua a indesejável cor marrom), quando aquecidas essas amostras adquirem 
cor rosa apreciável em produtos cárneos como mortadela ou salsichas, mas 
inadequada para reestruturados como hambúrgueres. A avaliação da cor das 
amostras NIT demonstra que o aquecimento promove aumento do parâmetro de 
cor vermelha (TABELAS 8 e 9). 
 
 
TABELA 13 - PREFERÊNCIA DOS CONSUMIDORES PELA COR DE PRODUTOS CÁRNEOS 
REESTRUTURADOS “GRELHADOS” COM SUBSTITUIÇÃO DE NITRITO DE 
SÓDIO POR SAL DE BIXINA 
 
  Tempo dias  
 0 30 60 
 CTRL 80abc 109ª 85ab 
 BIX 91abc 79b 88ab 
BIXNIT 91abc 68bc 66bc 
  NIT  48d 44c 51c 
FONTE: A autora (2014)  
NOTA: n=30. Tempo “0” = término do processo. CTRL =  controle; BIX = (500ppm sal de bixina); 
BIXNIT =  (250ppm sal de bixina:75ppm NaNO2 );  NIT  = (150ppm NaNO2).   
a, b, c, d Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa em nível de 5% 
(p<0,05). As amostras onde a diferença entre as somatórias for maior que 26 apresentam 
entre si diferença estatística em nível de 5% de significância. As amostras onde a diferença 
entre as somatórias for maior que 32 apresentam entre si diferença estatística em nível de 1% 
de significância.  
 
 
No processamento da maioria dos produtos curados, como salsichas e 
presuntos, durante a trituração da massa cárnea, ocorrem incorporação de ar, 
promovendo a oxigenação dos tecidos e, portanto, a oximioglobina estará 
predominantemente presente no momento da adição dos ingredientes para cura. 
Inicialmente, a oximioglobina e a mioglobina são oxidadas à metamioglobina pela 
ação do nitrito. Subseqüentemente, esta reage com óxido nítrico formando o 
complexo nitrosilmetamioglobina. A redução da nitrosilmetamioglobina, promovida 
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pela ação de enzimas redutoras, agentes redutores, como ascorbato de potássio, ou 
grupos sulfidrílicos, liberados durante o tratamento térmico, ou a reação direta da 
mioglobina com óxido nítrico, dará origem a nitrosilmioglobina (FOX; 




4.8 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 
 
 
A RDC nº 12, de 02 de janeiro de 2001, ANVISA/MS, preconiza a tolerância 
para produtos cárneos os seguintes parâmetros: Clostrídio sulfito redutor 3,0x103 
UFC/g, Estafilococos coagulase positiva 5,0x103 UFC/g, Coliforme a 45oC 5,0x103 
NMP/g, Salmonella spp. ausência em 25g. Os resultados das análises 
microbiológicas da matéria prima e dos quatro tratamentos são apresentados nas 
tabelas 14, 15 e 16. 
A matéria prima (MP) (TABELA 15) que apresentou contaminação de 
Clostrídios sulfito redutores na ordem de 3x10 UFC/g, bem como a contagem de 
coliformes a 45oC com 43 NMP/g, em relação aos indicadores estafilococos 
coagulase positiva, foi detectado limite inferior ao método de detecção. A MP não 
apresentou contaminação com Salmonella em 25g da amostra analisada. Pelos 
parâmetros avaliados conclui-se que a MP é de boa procedência sobre o aspecto 
microbiológico. Em relação aos tratamentos observou-se que nos tratamentos a 
contaminação por Clostrídios sulfito redutores permaneceu na mesma ordem de 10 
UFC/g. A contagem de coliformes a 45oC, estafilococos coagulase positiva em todos 
os tratamentos foi abaixo dos limites de detecção indicando as boa práticas de 
manipulação no processamento da carne.  
Estes resultados diferem dos encontrados por Ferreira e Simm (2012) onde 
das seis amostras analisadas, apenas uma amostra de carne moída fresca 
apresentou contaminação abaixo do número máximo, as amostras restantes todas 
apresentaram contagem para coliformes a 45oC superior ao estabelecido pela RDC 




TABELA 14 - EFEITO DA SUBSTITUIÇÃO DO NITRITO DE SÓDIO POR SAL DE BIXINA SOBRE O 
DESENVOLVIMENTO MICROBIANO EM PRODUTOS CÁRNEOS 













 Salmonella spp 
(25 g) 
 MP 3,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 43 Ausência 
CTRL 1,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 9 Ausência 
BIX 2,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 93 Ausência 
BIXNIT 2,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 15 Ausência 
NIT 3,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 43 Ausência 
FONTE: A autora (2014)  
NOTA: MP = matéria prima; CTRL = controle; BIX _(500ppm sal de bixina); BIXNIT = (250ppm sal de 
bixina:75ppm NaNO2 ; NIT = (150ppm NaNO2)..RDC 12 de 02/01/2001 ANVISA/Ministério da 
Saúde. Clostridios sulfito redutores 3,0x10
3
 UFC/g Estafilococos coagulase positiva 5,0x10
3
 




 NMP/g Salmonella spp ausência em 25 g. 
 
 
Em estudo com bovinos foi encontrado número de coliformes fecais, 
respectivamente, de 4,0 UFC/g e <3,0 UFC/g para as amostras submetidas à 
maturação por 9 dias e 14 dias. Para estafilococos coagulase posita encontrou-se 
<1,0 x 102 UFC/g (PUGA; CONTRERAS; TURNBULL, 1999). Millette e 
colaboradores (2007) demonstraram que a concentração de 1000 UI/mL de nisina 
(uma bacteriocina) foi necessária para reduzir em 1,86 log UFC/cm2 o nível de 
estafilococos coagulase positiva em carne moída durante 72 horas de 
armazenamento. 
Xavier e Joele (2004) em estudo realizado em supermercados, açougues e 
feiras livres na cidade de Belém – PA, analisaram trinta amostras de carne bovina 
em diversos cortes e encontraram a presença de Salmonella spp. em uma amostra. 
Ferreira e Simm (2012) em seu estudo com carne moída em Minas Gerais, 
observaram que das seis amostras de carne analisadas, uma amostra de carne 
moída na hora da aquisição apresentou presença de Salmonella spp., demonstrando 
inadequação ao consumo. Por outro lado, Ferreira (2008), analisou quarenta 
amostras de carne moída coletadas em açougues e supermercados do município de 
Uberlândia/MG, nas quais não foi detectada a presença do micro-organismo 
Salmonella spp. 
A contaminação das carcaças de bovinos com estafilococos coagulase-
positiva (CPS) foi estudada em três matadouros de carne bovina na Australia. A 
média encontrada nos três matadouros foi 40% de contaminação, constatou-se que 
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as mãos dos trabalhadores estavam fortemente contaminadas e foram a provável 
fonte de contaminação por CPS (DESMARCHELIER et al., 1999). 
A contagem de coliformes foi avaliada em todas as 30 amostras de carne in 
natura em Belém - PA, sendo que 86,6% delas situaram-se no intervalo com valores 
máximos pesquisados (XAVIER E JOELE, 2004). Ao avaliar vinte e quatro amostras 
de carne bovina moída de dez diferentes estabelecimentos da região sul do Rio 
Grande do Sul foram encontrados em quatro delas valores acima do permitido para 
coliformes termotolerantes (DIAS et al., 2008). Pigarro e Santos (2008), avaliando 
oito amostras de carne moída de dois estabelecimentos diferentes encontraram 
contagens tanto de coliformes totais quando de coliformes termotolerantes que 
variavam de <1x10¹ a 5x104 UFC/g.  
Não foi detectada a presença de Salmonella spp. e  estafilococos coagulase 
positiva em nenhuma das amostras analisadas durante todo o período de 
estocagem congelada avaliado. Os dados são semelhantes aos encontrados por 
Marchi (2006) que, avaliando amostras de carne moída em Jabuticabal-SP, 
identificou ausência de Salmonella sp. e presença de população de Escherichia coli 
de até 1x102 UFC/ g em 90% das amostras. Marques (2007) encontrou ausência de 
Salmonella spp. e 4,0 x10 UFC/ g de Escherichia coli, analisando corte comercial de 
acém utilizado para elaboração de hambúrguer.  
Grácia (2011) analisando carne de moída encontrou coliformes a 45°C < 
3NMP/g na carne de especial, 2,3x10 NMP/g na carne de primeira e 1,1x103 NMP/ g 
na carne de segunda e ausência de Salmonella sp. Em especial, a carne moída 
oferece maior risco de contaminação, por apresentar maior superfície de contato 
além de sofrer maior manipulação, carreando microrganismos deteriorantes 
patogênicos e muitas vezes imperceptíveis ao consumidor (FERREIRA; SIMM, 
2012). 
Após 30 dias de armazenamento a -16oC±1 (TABELA 15) foi observado uma 
contagem de clostrídios sulfito redutores abaixo do limite de detecção indicando que 
o congelamento não permitiu a viabilidade do micro-organismo. Este fato confirma 
que temperaturas baixas interferem no crescimento de clostrídios Sulfito Redutores. 
White e Hall (1984) e Trindade e colaboradores (2008), em seus estudos afirmaram 
que essa bactéria é altamente sensível ao congelamento (CARPENTER; REDDY; 
CORNFORTH, 1987; McNEILL; KAKUDA, 1988). 
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TABELA 15 – EFEITO DA SUBSTITUIÇÃO DO NITRITO DE SÓDIO POR SAL DE BIXINA SOBRE O 
DESENVOLVIMENTO MICROBIANO EM PRODUTOS CÁRNEOS 
















      Salmonella spp 
(25 g) 
MP < 1,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 23 Ausência 
CTRL < 1,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 9 Ausência 
BIX < 1,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 9 Ausência 
BIXNIT < 1,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 43 Ausência 
NIT < 1,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 23 Ausência 
FONTE: A Autora (2014) 
NOTA: MP = matéria prima; CTRL = controle; BIX = (500ppm sal de bixina); BIXNIT = (250ppm sal 
de bixina:75ppm NaNO2 ; NIT = (150ppm NaNO2)..RDC 12 de 02/01/2001. 
ANVISA/Ministério da Saúde. Clostridios sulfito redutores 3,0x10
3
 UFC/g Estafilococos 
coagulase positiva 5,0x10
3




 NMP/g Salmonella spp 
ausência em 25 g. 
 
Os micro-organismos são menos ativos a 0°C e mesmo a 2°C, a ponto de se 
considerar essa faixa como limite capaz de proteger o alimento contra toxinfecções, 
uma vez que os clostrídios sulfito redutores são inibidos a 2,2°C, e as Salmonellas 
spp. e os estafilococos  a 4,4°C (PARDI, 2001; AKHTAR et al., 2009; JALOUSTRE 
et al., 2011). Em relação aos outros indicadores não ocorreu variação de resultado 
na análise microbiológica a mesma relação que os clostrídios sulfito redutores e os 
outros parâmetros permaneceram inalterados. 
No tempo de 60 dias (TABELA 16) os resultados microbiológicos 
permaneceram inalterados quando comparados com o tempo de 30 dias em relação 
dos indicadores sanitários avaliados. 
 
TABELA 16 - EFEITO DA SUBSTITUIÇÃO DO NITRITO DE SÓDIO POR SAL DE BIXINA SOBRE O 
DESENVOLVIMENTO MICROBIANO EM PRODUTOS CÁRNEOS 
















      Salmonella spp 
(25 g) 
MP < 1,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 23 Ausência 
CTRL < 1,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 93 Ausência 
BIX < 1,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 23 Ausência 
BIXNIT < 1,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 9 Ausência 
NIT < 1,0 x 10 < 1,0 x 10
2
 24 Ausência 
FONTE: A autora (2014)  
NOTA: MP = matéria prima; CTRL = controle; BIX _(500ppm sal de bixina); BIXNIT = (250ppm sal 
de bixina:75ppm NaNO2 ; NIT = (150ppm NaNO2). RDC 12 de 02/01/2001 ANVISA/Ministério 
da Saúde. Clostridios sulfito redutores 3,0x10
3
 UFC/g Estafilococos coagulase positiva 
5,0x10
3




 NMP/g Salmonella spp ausência em 25 g. 
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Em três diferentes tratamentos realizados: 1) controle (sem aditivos); 2) 
adição de 150 ppm de nitrito; e 3) adição de 150 ppm de nitrito e 500 ppm de 
eritorbato. A avaliação da estabilidade microbiológica da carne mecanicamente 
separada (CMS), realizada no primeiro e último dia de estocagem, congelada, para 
coliformes a 45°C, estafilococos coagulase positiva e clostrídios sulfito redutores, 
indicou que não houve uma variação significativa nas contagens em função do 
tratamento utilizado (diferentes aditivos adicionados). Não foi detectada Salmonella 
spp. em nenhuma das amostras analisadas (TRINDADE et al.,2008). 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
O sal de bixina se mostrou uma alternativa viável para prover cor vermelha e 
ação antioxidante em substituição ao nitrito de sódio, podendo minimizar sua 
utilização e conferir maior segurança aos produtos cárneos reestruturados.  
Corantes amarelo-alaranjados obtidos do urucum são uma ferramenta tecnológica 
conhecida e de uso previsto na legislação. No entanto, o isolamento da bixina e sua 
conversão em sal proporcionam um aditivo inovador, de cor vermelho-púrpura, ação 
antioxidante e características hidrofílicas que podem permitir amplas aplicações na 
indústria alimentícia. Estudos complementares devem ser desenvolvidos para 
adequar as concentrações utilizadas e condições de processo aos produtos cárneos.  
A capacidade do sal de bixina inibir a rancidez, se soma a pesquisas que 
identificaram este comportamento em outros derivados do urucum. Assim, sugere-se 
que a legislação nacional seja revista e, além da função tecnológica de corante deve 
ser incluída também a ação antioxidante. 
Ainda que o desempenho antioxidante do derivado da bixina não seja tão 
pronunciado quanto do nitrito, se mostrou eficaz durante toda a vida de prateleira, 
podendo ser utilizado individualmente ou combinado ao nitrito, minimizando a 
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA 







ANEXO 3 - FICHA  ANÁLISE SENSORIAL 
 
Ficha 1 – Modelo para teste de ordenação 
Amostra: Julgador: Data: 
Você está recebendo quatro amostras codificadas. Indique os códigos das amostras, 
colocando-as em ordem crescente quanto a sua preferência de cor. 
(menos agradável) ________     ________  ________     ________ (mais agradável) 





























ANEXO 5 - L* COMPARAÇÃO DOIS A DOIS CRU E GRELHADO TEMPO ZERO, 
30 E 60 DIAS COM SUBSTITUINTES DO NITRITO POR SAL DE 
BIXINA 
 
amostra Média D. Padrão Gauss. homocedasticidade médias medianas 
L crtl c t0 40,110 0,549 aceita Não aceita Não difere Não difere 
L ctrl g t0 44,82 5,79 aceita Não aceita p= 0,056 p = 0,4948 
L bix c t0 36,025 2,713 Aceita Aceita Não difere Não difere  
L  bix g t0 37,586 1,436 aceita Aceita p= 0,181 p= 0,2271 
L bixnit c 
t0 
38,65 2,91 aceita Aceita Não difere Não difere  
L bixnit g 
t0 
40,306 2,813 aceita aceita p= 0,269 p= 0,4309 
L nit c t0 41,868 1,816 aceita Não aceita Não difere Não difere 
L nit g t0 44,28 2,90 aceita Não aceita p=0,072 p=0,1563 
L crtl c t30 34,341 0,961 aceita aceita difere difere 
L ctrl g t30 39,102 2,143 aceita aceita p=0,000 p=0,0009 
L bix c t30 31,166 1,748 aceita aceita difere difere 
L  bix g t30 34,784 1,021 aceita aceita p=0,000 p=0,0019 
L bixnit c 
t30 
30,770 1,031 aceita aceita difere difere 
L bixnit g 
t30 
38,195 1,826 aceita aceita p=0,000 p=0,0009 
L nit c t30 35,946 1,619 aceita Não aceita difere difere 
L nit g t30 38,797 0,417 aceita Não aceita p=0,002 p=0,0009 
L crtl c t60 35,185 1,889 aceita aceita difere difere 
L ctrl g t60 39,196 2,067 aceita aceita p=0,001 p=0,0074 
L bix c t60 31,763 0,951 Não 
aceita 
Não aceita difere difere 
L  bix g t60 35,985 2,092 aceita Não aceita p=0,000 p=0,0019 
L bixnit c 
t60 
31,087 1,532 aceita aceita difere difere 
L bixnit g 
t60 
38,674 1,840 aceita aceita p=0,000 p=0,0009 
L nit c t60 36,313 1,932 aceita aceita difere difere 
L nit g t60 39,229 1,150 Não 
aceita 
aceita p=0,004 p=0,0014 
FONTE: A autora (2014) MP matéria prima, CTRL tratamento controle , BIX tratamento  sal de bixina 
(500ppm), BIXNIT tratamento NaNO2 (75 ppm/) e  sal de bixina (250ppm), NIT tratamento 
NaNO2 (150ppm).  
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ANEXO 6 - a* COMPARAÇÃO DOIS A DOIS CRU E GRELHADO TEMPO ZERO, 
30 E 60 DIAS COM SUBSTITUINTES DO NITRITO POR SAL DE 
BIXINA 
amostra Média D. Padrão Gauss. homocedasticidade médias medianas 
a*crtl c t0 7,7075 0,1583 Aceita Não aceita difere difere 
a*ctrl g t0 5,306 0,823 Aceita Não aceita p=0,000 p=0,0009 
a* bix c t0 15,778 1,682 Aceita Não aceita Não difere Não difere 
a* bix g t0 15,561 2,333 Aceita Não aceita p=0,835 p=0,9581 
a* bixnit c 
t0 
12,999 1,637 Aceita Não aceita difere difere 
a* bixnit g 
t0 
17,061 2,026 Aceita Não aceita p=0,001 p=0,0033 
a*nit c t0 5,922 0,418 Aceita Não aceita difere difere 
a*nit g t0 10,381 0,763 Aceita Não aceita p=0,000 p=0,0009 
a*crtl c t30 8,177 0,590 Aceita Aceita difere difere 
a*ctrl g t30 5,942 0,705 Aceita Aceita p=0,000 p=0,0009 
a* bix c 
t30 
17,143 1,643 Aceita Aceita difere difere 
a* bix g 
t30 
14,388 1,657 Aceita Aceita p=0,005 p=0,0181 
a* bixnit c 
t30 
15,565 0,855 Aceita Aceita Não difere Não difere 
a* bixnit g 
t30 
15,683 2,144 Aceita Aceita p=0,889 p=0,5635 
a*nit c t30 6,949 0,525 Aceita aceita Difere Difere 
a*nit g t30 13,124 1,235 Não 
aceita 
Aceita p=0,000 p=0,0009 
a*crtl c t60 8,240 0,482 Aceita Aceita Difere Difere 
a*ctrl g t60 6,6095 0,615 Aceita Aceita p=0,000 p=0,0009 
a* bix c 
t60 
16,663 1,144 Aceita Aceita Difere Não difere 
a* bix g 
t60 
15,138 1,455 Aceita Aceita p=0,037 p=0,0661 
a* bixnit c 
t60 
15,508 1,155 Aceita Aceita Não difere Não difere 
a* bixnit g 
t60 
15,761 2,193 Aceita Aceita p=0,778 p=0,4948 
a*nit c t60 7,215 1,079 Não 
aceita 
Aceita Difere Difere 
a*nit g t60 12,593 1,026 Aceita Aceita p=0,000 p=0,0009 
FONTE: A autora (2014) MP matéria prima, CTRL tratamento controle , BIX tratamento  sal de bixina 
(500ppm), BIXNIT tratamento NaNO2 (75 ppm/) e  sal de bixina (250ppm), NIT tratamento 
NaNO2 (150ppm).  
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ANEXO 7 - b* COMPARAÇÃO DOIS A DOIS CRU E GRELHADO TEMPO ZERO, 
30 E 60 DIAS 
amostra Média D. Padrão Gauss. homocedasticidade médias medianas 
b*crtl c t0 7,894 0,307 Aceita Não aceita difere difere 
b*ctrl g t0 11,761 0,773 Aceita Não aceita p=0,000 p=0,0009 
b* bix c t0 11,710 2,014 Aceita Aceita difere difere 
b* bix g t0 22,821 2,341 Não 
aceita 
Aceita p=0,000 p=0,0009 
b* bixnit c 
t0 
13,356 2,641 A Aceita difere difere 
b* bixnit g 
t0 
21,463 1,980 Aceita Aceita p=0,000 p=0,0009 
b*nit c t0 8,765 0,621 Aceita Aceita difere difere 
b*nit g t0 11,254 0,499 Aceita Aceita p=0,000 p=0,000 
b*crtl c t30 11,094 0,503 Aceita Aceita difere difere 
b*ctrl g t30 11,170 0,941 Não 
aceita 
Aceita p=0,017 p=0,0239 
b* bix c 
t30 
14,290 1,656 A Aceita difere difere 
b* bix g 
t30 
17,174 2,139 Aceita Aceita p=0,010 p=0,0074 
b* bixnit c 
t30 
18,375 1,204 Não 
aceita 
Aceita Não difere Não difere 
b* bixnit g 
t30 
17,479 0,973 A Aceita p=0,125 p=0,0831 
b*nit c t30 10,709 1,023 Aceita Não aceita Não difere Não difere 
b*nit g t30 11,261 0,399 Aceita Não aceita p=0,188 p=0,1893 
b*crtl c t60 10,385 0,549 Aceita Não aceita difere difere 
b*ctrl g t60 11,501 0,978 Não 
aceita 
Não aceita p=0,017 p=0,0136 
b* bix c 
t60 
13,409 0,635 A Não aceita difere difere 
b* bix g 
t60 
18,370 2,621 Aceita Não aceita p=0,001 p=0,0009 
b* bixnit c 
t60 
17,964 1,591 Aceita Aceita Não difere Não difere 
b* bixnit g 
t60 
17,442 1,152 Aceita Aceita p=0,467 p=0,3184 
b*nit c t60 10,191 0,577 Aceita Aceita difere 
 
difere 
b*nit g t60 11,400 0,555 Aceita Aceita p=0,001 p=0,0054 
FONTE: A autora (2014) MP matéria prima, CTRL tratamento controle , BIX tratamento  sal de bixina 
(500ppm), BIXNIT tratamento NaNO2 (75 ppm/) e  sal de bixina (250ppm), NIT tratamento 




ANEXO 8 – COMPOSIÇÃO MEIOS DE CULTURA MICROBIOLOGIA 
 
ÁGAR BAIRD-PARKER 
Aplicação: Meio seletivo /diferencial para isolamento e contagem de S. aureus  
Composição da base  
Triptona (peptona de caseína digestão pancreática) 10g 
Extrato de carne 5g 
Extrato de levedura 1g 
Piruvato de sódio  10g 
Glicina 12g 
Cloreto de Lítio 5g 
Ágar 20g 
Água destilada 940mL 
pH 7,0±0,2 – 121°C/15min 
Suplementos 
Solução aquosa de telurito de potássio1% 10 mL/940mL base 
Emulsão gema de ovo:salina (1:1 peso/peso) 50mL/940mL base 
Preparação: preparar a base, esterilizar – 121°C/15min, resfriar a 45-50°C e 
adicionar assepticamente os suplementos estéreis previamente preparados. 
Plaquear imediatamente, o meio completo não pode ser aquecido. Estocar as placas 
sob refrigeração por não mais de 48h. Solução aquosa de telurito de potássio1%. 
Dissolver 1g de telurito de potássio em 100mL de água destilada, esterilizar por 
filtração e estocar em frasco escuro, sob refrigeração. Emulsão de gema de ovo. 
Mergulhar os ovos em etanol 70% por 10 minutos, flambar, abrir assepticamente e 
transferir as gemas para um frasco estéril tarado.  Adicionar às gemas uma 
quantidade de solução salina 0,85% estéril, suficiente para diluição 1:1(peso/peso). 




ÁGAR ENTÉRICO DE HECKTOEN 
Aplicação: Meio seletivo para detecção presuntiva de Salmonella 
Composição 
Proteose peptonada  12g 
Extrato de levedura 3g 




Cloreto de sódio 5g 
Tiossulfato de Sódio 5g 
Citrato férrico amoniacal 1,5g 
Azul de bromotimol (32,5mL da solução 0,2%) 0,065g 
Fucsina ácida 0,1g 
Ágar 14g 
Água destilada 1litro 
pH 7,5±0,2 
Preparação: Dissolver os ingredientes e aquecer em banho, sob constante 
agitação, até a completa dissolução do ágar. Não autoclavar. Plaquear 
imediatamente, não deve ser reaquecido. Solução 0,2% d azul de bromotimol: 







ÁGAR (CALDO) INFUSÃO CÉREBRO CORAÇÃO/BRAIN HEART INFUSION 
Aplicação: Meio de enriquecimento e manutenção para uso geral. 
Composição 
Infusão de 200g de cérebro de bezerro (sólidos) 7,7g 
Infusão de 250g de coração de boi (sólidos) 9,8g 
Proteose peptona 10g 
Dextrose 2g 
Cloreto de sódio  5g 
Fosfato dissódico (NaHPO4) 2,5g 
Água destilada 1 litro 
pH 7,0±0,2 – 121°C/15min 
Preparação: Dissolver os ingredientes, ajustar o pH e esterilizar a 121°C/15min. 
Para a preparação do ágar, adicionar 15g de ágar ágar cada litro de caldo. 
 
 LIA 
AGAR LISINA FERRO/ LYSINE IRON AGAR 
Aplicação: Meio para provas bioquímicas, teste de descarboxilação da lisina e teste 
de produção de H2S 
Composição 
Peptona  5g 
Extrato de levedura 3g 
Dextrose 1g 
Cloridrato de L-Lisina  10g 
Citrato férrico amonialcal  0,5g 
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Tiossulfato de sódio 0,04g 
Púrpura de bromocresol (2mL de solução 1%) 0,02g 
Ágar 15g 
Água destilada 1 litro 
pH 6,7±0,2 – 121°C/15min 
Preparação: Dissolver os ingredientes, fundir o ágar, distribuir em tubos de 
10X100mm (5ml/tubo), esterilizar a 121°C/15min e inclinar, mantendo fundo de 
2,5cm, no mínimo, porque a reação de descarboxilação da lisina é mais eficiente em 
condições anaeróbias. Solução 1% de púrpura de bromocresol: Dissolver 1g em 
1,9mL de NaOH 0,1N e completar o volume para 10 mL com água destilada. 
 
TSI 
ÁGAR TRÍPLICE AÇÚCAR FERRO/TRIPLE SUGAR IRON AGAR 
Aplicação: Meio para prova bioquímica, teste de fermentação da glicose, lactose e 
sacarose, teste de produção de H2S. 
Composição 
Extrato de carne 3g 
Extrato de levedura 3g 
Peptona 15g 




Sulfato Ferroso (FeSO4) 0,2g 
Cloreto de sódio (NaCl) 5g 
Tiossulfato de sódio (Na2S2O3) 0,3g 
Vermelho de fenol (12 mL da solução 0,2%) 0,024g 
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Ágar 12g 
água destilada 1 litro 
pH 7,4±0,2 – 121°C/15min 
Preparação: Dissolver os ingredientes, fundir o ágar, distribuir em tubos de 
10X10mm(4-5mL/tubo), esterilizar a 121°C/15min e inclinar, mantendo fundo de no 
mínimo 2,5cm. Solução 0,2% de vermelho de fenol: Dissolver 0,1g em 4 mL de 
NaOH 0,1N e completar o volume para 50mL com água destilada. 
 
XLD 
ÁGAR XILOSE LISINA DESOXICOLATO 
Aplicação: Meio seletivo diferencial para isolamento presuntivo de Salmonella 
Composição 





Desoxicolato de sódio 2,5g 
Citrato férrico amoniacal 0,8g 
Tiossulfato de sódio 6,8g 
Cloreto de sódio 5g 
Vermelho de fenol (40mL da solução 0,2%) 0,08g 
Agar 15g 
água destilada 1 litro 
pH 7,4±0,2 – fervura 
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Preparação: Dissolver os ingredientes, ajustar o pH e ferver em banho-maria, sob 
constante agitação até completa fusão do ágar. Não autoclavar. Plaquear 
imediatamente, não pode ser reaquecido. Solução 0,2% de vermelho fenol: dissolver 
4mL de NaOH 0,1N e completar o volume para 50 mL com água destilada. 
 
H2Op 
ÁGUA PEPTONADA 0,1% 
Aplicação: diluente para homogeneização e diluição de amostras para análise. 
Composição 
Peptona 1g 
água destilada 1 litro 
pH 7,0±0,2 – 121°C/15min 
Preparação: Dissolver a peptona na água destilada e distribuir em tubos ou frascos, 
na quantidade requerida.  Esterilizar a 121°C/15min. 
 
H2Osp 
ÁGUA SALINA PEPTONADA  




água destilada 1 litro 
pH 7,0±0,2 – 121°C/15min 
Preparação: Dissolver os ingredientes, ajustar o pH e distribuir em tubos ou frascos, 




CALDO E. COLI 
Aplicação: Meio para contagem de coliformes fecais, confirmação de resultado 




Sais biliares n°3 1,5g 
Fosfato dipotássico (K2HPO4)  4g 
Fosfato monopotássico (KH2PO4) 1,5g 
Cloreto de sódio 5g 
Água destilada  1 litro 
pH 6,9±0,2 – 121°C/15min 
Preparação: Dissolver os ingredientes, ajustar o pH e distribuir em tubos de 





Aplicação: Meio de pré-enriquecimento para detecção de Salmonella 
Composição 




Água destilada 1 litro 
pH 6,9±0,2 – 121°C/15min 
 
LST  
CALDO LAURIL SULFATO TRIPTOSE/LAURYL SULFATE BROTH 
Aplicação: Meio seletivo para detecção presuntiva de coliformes totais, coliformes 




Fosfato monopotássico (KH2PO4) 2,75g 
Fosfato dipotássico (K2HPO4) 2,75g 
NaCl 5g 
Lauril sulfato de sódio 0,1g 
Água destilada 1 litro 
pH 6,8±0,2 – 121°C/15min 
Preparação: Dissolver os ingredientes, ajustar o pH, distribuir em tubos 16X150mm 
com tubo de Durhan (aproximadamente 10mL/tubo) e esterilizar a 121°C/15min. 
 
RV (R10)/RVS 
CALDO RAPPAPORT-VASSILIADIS MODIFICADO 
CALDO RAPPAPORT – VASSILIADIS SOJA 
Aplicação: meio seletivo para enriquecimento de Salmonella em alimentos. 
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Composição do meio formulado em laboratório. Há duas formulações de Caldo 
Rappaport-Vassiliadis recomendadas para a análise de Salmonella. O Caldo 
Rappaport-Vassiliadis Modificado (RV), também chamado de R10 e o Caldo 
Rappaport-Vassiliadis Soja(RVS).A principal diferença entre eles é a fonte da 
peptona usada. O método do BAM/FDA recomenda o RV. A ISO 6579 recomenda o 
RVS. O método do MLG/FSIS recomenda ambos. Para a formulação no laboratório, 
preparar separadamente as seguintes soluções: 
Solução A para formulação do RV (R10) 
Triptona 5g 
NaCl 8g 
Fosfato monopotássico (KH2PO4) 1,6g 
água destilada 1 litro 
Solução A para formulação do RVS 
Peptona de soja 5g 
NaCl 8g 
Fosfato monopotássico (KH2PO4) 1,4g 
Fosfato dipotássico (K2HPO4) 0,2g 
Água destilada 1 litro 
Preparação: Dissolver os ingredientes, aquecendo se necessário. Essa solução 
deve ser preparada no dia em que for preparado o meio completo. 
Solução B 
MgCl2.6H2O 400g 
Água destilada 1 litro 
 
Preparação:  Mantendo a proporção. Dissolver todo conteúdo de um novo frasco de 
cloreto de magnésio na água, porque o sal é muito higroscópico. Por exemplo, 
adicionar 250g do sal à 625 mL de água, o que vai resultar em um volume total de 
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788mL de solução. Acondicionar em frasco escuro, com a tampa bem apertada 
Segundo a ISO 6579 (2002), a solução pode ser estocada à temperatura ambiente 
por até dois anos. O BAM/FDA (2001) recomenda um ano. 
Solução C 
Verde de malaquita oxalato (Merck) 400g 
Água destilada 100 L 
Preparação. Dissolver o corante na água e estocar em frasco escuro. Segundo a 
ISO 6579 (2002), a solução pode ser estocada à temperatura ambiente por até oito 
meses. O BAM/FDA (2001) recomenda seis meses. O BAM/FDA (2001) recomenda 
ainda que seja utilizado o verde de malaquita oxalato da MercK, porque outras 
marcas podem não ser efetivas. 
Meio completo (formulado no laboratório)* 
Solução A 1000mL 
Solução B 100mL 
Solução C 10mL 
pH 5,2±0,2 – 115°C/15min 
*A preparação dos equivalentes comerciais é diferente, devendo ser seguida a 
orientação do fabricante 
Preparação do meio completo: Para preparar o meio completo, juntar 1 litro da 
solução A, 100mL da solução B e 10 mL da solução C, ajustando o pH pH 5,2±0,2. 
Distribuir em tubos 16X150mm com tubo de Durhan (aproximadamente 10mL/tubo) 
ou em frasco com a quantidade requerida para o uso. Esterilizar a 115°C/15min. A 
ISO 6579 recomenda estocar 3±2°C até o momento do uso e usar no mesmo dia. O 
BAM/FDA (2001) recomenda estocar sob-refrigeração por até um mês. 
 
SC 
CALDO SELENITO CISTINA 




Lactose  4g 
Fosfato dissódico (Na2HPO4) 10g 
Selenito ácido de sódio 4g 
L-Cistina 0,01g 
Água destilada 1litro 
pH 7,0±0,2 – Fervura/10 min 
Preparação: Dissolver os ingredientes na água destilada acertar o pH em 7,0, 
distribuir em tubos de 16X15mm (10mL/tubo) e submeter à fervura por 10 minutos. 
Não autoclavar. A altura do meio no tubo não deve ser inferior a 5cm, porque o meio 
é mais eficiente quando apresenta potencial de óxido-redução reduzido. Cuidado: 
Os sais de selenito são tóxicos quando inalados ou ingeridos. Manusear com 
cuidado, utilizando máscara.  
 
TGM 
MEIO TIOGLICOLATO/FLUID THIOGLYCOLLATE MEDIUM 
Aplicação: Meio manutenção de clostrídios e para verificação do requerimento de 
oxigênio para crescimento (aeróbio, anaeróbio facultativo, anaeróbio estrito) 
Composição 
Peptona de caseína (digestão pancreática) 15g 




Tioglicolato de sódio 0,5g 
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Ágar 0,75g 
Rezarzurina (0,01mL da solução aquosa 0,1%) 0,001g 
Água destilada 1 litro 
pH 7,1±0,2 – 121°C/15min 
Preparação: Dissolver os ingredientes, ajustar o pH, aquecer até completa fusão do 
ágar, distribuir em tubos 16X15mm (10mL/tubo) e esterilizar a  121°C/15min. 
 
MLG 
MEIO DE LACTOSE GELATINA 
Aplicação: meio para prova bioquímica, teste de fermentação da lactose e hidrólise 
da gelatina para Clostridium perfringens. 
Composição 
Triptose 15g 
Extrato de levedura 10g 
Lactose 10g 
Vermelho de fenol (5mL da solução alcoólica 1%) 0,05g 
Gelatina 120g 
Água destilada completar para 1 litro 
pH 7,5±0,2 – 121°C/10min 
Preparação: Dissolver a triptose, o extrato de levedura e a lactose em 400mL de 
água destilada, aquecendo se necessário. Suspender a gelatina em 600ml de água 
destilada, aquecer até fusão. Juntar as duas soluções e ajustar o pH em 7,4±0,2 . 
Adicionar os 5mL da solução de vermelho de fenol e misturar bem. Distribuir em 
tubos de 15X15mm (10mL/tubo)e esterilizar  a 121°C/10min. Se o meio não for 
usado no intervalo de oito horas depois do preparo, desaerar antes do uso, 
aquecendo em banho a 50-70°C/2-3h. Solução 1% de vermelho de fenol: 
Dissolver 1g em 100mL de etanol 95%. 
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MEIO TESTE DE MOTILIDADE 
Aplicação: Meio semissólido para teste de motilidade. 
Composição 
Extrato de carne 3g 
Peptona de caseína ou gelatina (digestão 
enzimática) 
10g 
Cloreto de sódio (NaCl) 5g 
Ágar  4g 
Água destilada 1 litro 
pH 7,3±0,2 – 121°C/15min 
 
Preparação: Suspender os ingredientes na água destilada e ajustar o pH em 7,2. 
Aquecer até a completa fusão do ágar, distribuir em tubos de 10X100mm (5mL/tubo) 
e esterilizar a  121°C/15min. Não inclinar, o meio deve solidificar na posição vertical. 
 
